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As sindromes talassémicas compreendem um grupo heterogéneo de doencas hereditdrias
em que existe uma redugfo no ritmo de sintese de uma ou mais cadeias polipeptidicas da

hemoglobina. Nas B-talassemias ocorre supressio total ou parcial da produgio de cadeias B.

O estado homozig6tico da maioria das variantes genéticas de B-talassemia produz o quadro
clinico da talassemia maior ou anemia de Cooley. Esses pacientes apresentam acentuada
anemia ¢ necessitam de transfusSes sangiiineas regulares para sobreviverem. Os individuos
heterozigotos para P-talassemia apresentam, com raras excegdes, apenas discreta anemia.
Existem ainda alguns quadros clinicos nfio t3o graves quanto & forma homozigotica
classica, geralmente nfio dependentes de transfusfo, que sdo denominados de “talassemia

intermediria”.

A baixa produgfo de P-globina em P-falassemia, com a sintese normal de o-globinas
resulta num excesso de cadeias o que sfo responsdveis pela eritropoiese ndo eficaz, danos

2 membranas de eritrécitos e reducdo da vida-média de céhilas vermethas.

Recentemente foi descrita uma proteina que formaria um complexo estavel quando kigado a
o-globinas, evitando que estas sofressem oxidagSio e precipitagdo. Esta proteina foi
denominada AHSP (Alpha Hemoglobin Stabilizing Protein). A caracterizagdo da proteina

foi feita em camundongos ¢, até a presente data, nfio sfo encontrados dados da expressdo do

gene em humanos.

Durante o desenvolvimento deste trabalho foram feitas andlises de expressio génica
durante a diferenciagfio eritréide humana e em pacientes com p-talassemia, evolugdes
clinicas maior ¢ intermedidria e em individuos controles. Foram feitas também anslises da
seqiiéncia de DNA na procura de polimorfismos ou mutagBes que pudessem estar

relacionados com a modulagio da expressdo ou relacionados com a doenga.

A andlise da expressfio génica durante a diferenciacio eritrdide em humanos, mimetizada
por cultura de precursores eritrdides em cultura de duas fases indica que o gene AHSP estd
sendo requerido durante toda a diferenciacio celular, sugerindo que possivelmente 4HSP

esté sendo requerido para estabilizar cadeias-a para a formagio de hemoglobina.

Resumo
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Em pacientes com [B-talassemia, a expressfio do gene 4HSP esta aumentada em pacientes
com clinica Intermediaria quando comparados com pacientes com clinica Maior e
controles, enquanto que a expressiio de o-globina nfio demonstra diferencas entre os
grupos. Mas dados da razio da expressio do gene AHSP/a-globina demonstram que,
guando comparados com os dados obtidos da cultura, 0s grupos provavelmente apresentam
diferengas pelo fato de que P-talassemia intermedidria apresentar mais eritroblastos que os
outros grupos, mostrando gue possivelmente AHSP nfio apresenta relagio com a evolucéo

clinica em B-talassemias.

As andlises de polimorfismos demonstraram polimorfissnos que podem estar relacionado
com PB-talassemia e uma mutag8o que pode estar alterando a estrutura protéica de AHSP e

talvez comntribuindo para a pior evolucdo clinica de pacientes heterozigotos para
B-talassemia.

Baseado nestes dados nés prevemos uma importante fungfio deste gene durante a
diferenciacio eritrdide normal, descrevemos polimorfismos que podem relacionar o gene
AHSP com [B-talassemias na populagio estudada durante o desenvolvimento deste trabatho,
descrevemos aqui a primeira mutacfio detectada no gene 4HSP que possa mostrar uma
possivel relacBo desta proteina com a evoluglo clinica em p-talassemia, mas uma
importincia concreta do gene AHSP na fisiopatologia da f-talassemia ainda nfio estd bem
estabelecida.

Reyumo
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ABSTRACT




Thalassemia syndromes are a heterogeneous group of heredity diseases in which there is a
reduction in the synthesis of one or more hemoglobin chains. In B-thalassemia there is a

reduction or total suppression of the B-globin gene expression.

The homozygous state of most PB-thalassemia genetic variants produces the clinic evolution
of major thalassemia or Cooley’s anemia. These patients present severe anemia and require
regular blood transfusions in order to survive. Heterozygous individuals present, with
exceptions, discrete anemia. There are some clinical evolutions, not as severe as the classic
homozygous form, which are often blood transfusion independent, named B-thalassemia

intermedia.

Lower levels of B-globin in B-thalassemia, with normal synthesis of a-globin lead to an
unbalanced globin synthesis and to an excessive production of a-globin chains. This results

in ineffective erythropoiesis, erythrocyte membrane damage and a shortened lifespan of red
blood cells.

Recently, a protein forming a stable complex when connected with a-globin avoiding thus
the deleterious effects of a-globin precipitation and oxidation has been described. This
protein has been denominated AHSP (Alpha Hemoglobin Stabilizing Protein) and its
characterization has only been performed on mice. Until now no data regarding the

expression in human genes has been found.

The present study analyzed the gene expression of the AHSP gene during human ervthroid
cell differentiation and in major and intermedia homozygous B-thalassernia patients and in
controls. DNA analysis was performed in order to detect pelymorphisms or mutations

possibly related to expression modulation or to the disease.

The gene expression analysis during human erythroid cell differentiation, reproduced by the
culture of the erythroid precursor m two phases demonstrated that the AHSP gene is
required during the entire cell differentiation, suggesting that 4HSP may possibly be

required to stabilize c-chains in order to form hemoglobin.

Abstract
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In B-thalassemic patients, the AHSP gene expression was increased in intermedia patients
compared to major patients and controls, however no difference regardinga-globin gene
expression was demonsirated between the groups. Ratio data of the AHSP/a-globin gene
expression demonstrated that, when compared with the cell differentiation data, the groups
probably presented differences due to the fact that PB-thalassernia intermedia patients
presented more erythroblasts than the other groups, suggesting that 4HSP may not be
related to the clinical evolution of B-thalassemia,

The polymorphisms analyses showed some one that could be relationship with
B-thalassemia and a mutation that could be changing the 4AHSP structure an may

contributing to a worse clinic evolution in patients heterozygous to B-thalassemia.

Based on these data we suggest that the 4HSP gene plays an important role during normal
erythroid differentiation, described some polymorphisms that could be relation AHSP gene
with B-thalassemia, described the first mutation on AHSP gene that could show a possible
relation of the AHSP with the clinic evolution in B-thalassemia, but a real importance of the
AHSP gene in B-thalassemia pathophysiology is not clearly.

Abstract
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O termo hemoglobina foi descrito pela primeira vez em 1674 como sendo um
pigmento em eritrécitos que apresenta a propriedade de se ligar 4 molécula de oxigénio. A
molécula de hemoglobina € constituida de 4 subunidades, cada uma contendo um grupo
heme, um derivado porfirinico contendo radical Fe, ligado a uma cadeia globinica
(Steinberg, 2001).

Nos pulmdes onde a pressdo de oxigénio (p(,) é alta, cada molécula de
hemoglobina se combina com 4 moléculas de O, sendo uma molécula O, para cada grupo
heme, formando a oxihemoglobina. Esta combinaciio é reversivel e o O, transportado ¢
transferido para os tecidos onde a pO, ¢ baixa. A combina¢do da hemoglobina com CO;
normalmente produzidos nos tecidos também € reversivel e constitui a
carboxihemoglobina. Este evento de ligagiio com O, e/ou com CO; ocorre em células

especificas denominadas hemacias, eritrdcitos ou globulos vermethos (Hoffman, 1991).

Os genes das globinas localizam-se em 2 agrupamentos (‘cluster’):
agrupamento o com aproximadamente 30kb de DNA localizados no cromossomo 16, e
agrupamento  com aproximadamente S0Kb de DNA localizados no cromossomo 11. A
disposigiio génica nestes agrupamentos apresenta grande importancia na transcrigdo génica,

como podem ser visualizados na figura 1:

Introducdo
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Figura 1 - Desenvolvimento ontogenético normal das cadeias globinicas— Na figura 1A
podemos observar a composicio e a disposicio génica dos cluster o e B. De
acordo com a composigio dos clusters temos a formagio de vérios tipos de
hemoglobinas: as de predominio embriondrio, as presentes no periodo fetal e as
que encontramos durante toda a vida adulta. O evento visualizado na figura B
representa a troca sincronizada do predomfnio do tipo de hemoglobina,

fendémeno denominado “Switching” (Weathedrall, 2001).

Introducidc

42



Alteracbes hereditarias na molécula de hemoglobina causam doengas
denominadas hemoglobinopatias, que sfo classificadas como alteragbes estruturais, onde
ocorre a modificacdo das cadeias ao nivel estrutural (como exemplo anemia falciforme) ¢,
como alteragdes que levam a deficiéncia de sintese das cadeias globinicas, denominadas

talassemias.

As talassemias compreendem um grupo heterogéneo de doengas hereditérias
em que existe uma reduciio no ritmo de sintese de uma ou mais cadeias polipeptidicas da
hemoglobina. Esta anormalidade, de natureza complexa, ocasiona, em tltima andlise, a
supressdo total ou parcial da producio de cadeias o nas u-talassemias ¢ de cadeias B nas

B-talassemias (Thein, 1998).

Dai advém hemoglobinizagdio deficiente e, conseglientemente, microcitose e
hipocromia caracteristicas dessas sindromes. Além disso, a sintese de cadeias ndo afetada
permanece inalterada provocando acimulo e formacgio de agregados instaveis das cadeias
ndo pareadas. A precipitagdo desses agregados provoca numerosos efeitos deletérios sobre
a hemacia ou seus precursores (Hoffman, 1991 e Steinberg, 2001). S&o essas lesdes as
responsaveis pela destruicdo prematura dos eritroblastos na medula 6ssea, caracterizando a
eritropoese ineficaz comum a essas sindromes, ¢ também pela reduzida sobrevida dos
eritrécitos na circulagfio, determinante do quadro hemolitico (Bank, 1978 ¢ Weatherall
et al, 1972).

No caso de B-talassemias, modificacdes nas muitas das segiiéncias regulatdrias
que controlam o cluster B ja foram descritas (Plonczynski et al, 1999). Entre elas estio
pequenas e grandes seqiiéncias repetitivas, como exemplo as segiiéncias A/ul, altamente
repetitivas, que podem apresentar uma consideravel contribuigZo na geracio de varias

delegdes no complexo B-globina, o que leva ao aparecimento da B-talassemia.

O gene da B-globina apresenta trés elementos cis-ativadores, segiiéncias
encontradas “upstream” ao sitio de inicio de transcric8o gue controlam este evento: TATA
box, um motivo CCAAT box ¢ um motive duplicado CACCC, que € predominante em
promotores especificos de eritrécitos. Estes motivos sfo reconhecidos por fatores de

transcricdo. A ligaclo do fator EKLF (erythreid Kruppel-like factor) ao motive CACCC
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parece ser crucial & express@io normal do gene em adultos. Em adicHo a estes motivos, a
regifio “upstream’ ao promotor contém dois motivos para o fator de transcrigiio GATA-1
(Orkin, 1992) que funcionalmente regula também a biossintese de heme e proteinas de

membrana de eritrocitos (Shirihai et al, 2000).

A importincia de varias seqiiéncias flanqueadoras 5’ para a expressdo normal
do gene € indiscutivel pelo surgimento da B-talassemia a partir de mutagdes pontuais nestas
seqii€ncias, especificamente sobre os motivos TATA box e CACCC box (Antoniou et al,
1988). Sequiéncias 5°-UTR, que ocupam regides entre a cauda cap do BmRNA e o codon de
inicializagdo (ATG) e seqiiéncias 3’-UTR, que se encontram entre o cédon de
teminaliza¢do e a cauda poli-A, sdo também importantes na regulacfo da expressio do
gene da B-globina e se encontram modificados em certos tipos de P-talassemia (Oner,
2001).

A montante do complexo B estd 0 LCR (locus control region). Esta regidio tem
uma grande importéncia na expressio do gene: ela mantém “aberto” o dominio cromatinico
e age como um erhancer (seqiiéncias que fazem contato com promotores através de
dobramentos ou formagdo de algas de fibra cromatinica), quando os niveis de expressdo

estdo baixos (Grosveld et al, 1987).

O desenvolvimento especifico da express3o individual dos genes da globina €
governado pela interagfio fisica direta entre promotores de globina e a regifio LCR,
interacdo esta mediada pela ligacdo de fatores de transcrigio. Este desenvolvimento preciso

da expressfo apresenta dois mecanismos: silenciamento de genes e competi¢io génica,

Em média 200 aielos anormais relacionados com as —talassemias tém sido
caracterizados. Embora mutagSes possam surgir de defeitos envolvidos em qualguer uma
das vias de interagfo entre seqiiéncias regulatérias e LCR, a grande maioria de B—

talassemias ¢ causada por mutagdes de ponto no gene ou nas seqléncias flanqueadoras
{Thein, 1998).
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Raramente grandes delegSes estruturais podem acontecer e levar 2
B-talassemias, (como por exemplo podemos observar a remogdo substancial da regido
5’ final do complexo), mas deixa o gene [ intacto, resultando num fendtipo de
B-talassemia. Estas delegGes silenciam o gene da B-globina porque removem toda ou uma
por¢&o substancial dos elementos regulatérios no LCR (Kulozik et al, 1951); e delegdes que
envolvem somente o gene para B-globina onde pode acontecer a remogio dos promotores

{Thein et al, 1984b e Varawalla et al, 1991).

Outras delecdes, também extremamente raras, sio de particular interesse
funcional e fenotipico por serem associadas com uma anormal elevagéio nos niveis de HbA»
(hemoglobina adulta) em heterozigotos. Estas delecSes removem uma regifio no B-promotor
que inclui os elementos CACCC, CCAAT e TATA, elevando os niveis de HbA, ¢
ocorrendo variaveis aumentos de HbF (hemoglobina fetal) em heterozigotos, que parecem

estar relacionados com a remoc#o da regifio 5 promotora do gene B.

Este evento remove a competicdo para o LCR “upstream ”, levando 20 aumento
da interagdio do LCR com os genes v ¢ 8 em cis, aumentando sua expressdo (Sargent e
Lloyd, 2001). Dados experimentais indicam que o aumento desproporcional de HbA,,
deriva do gene & para 2 delegBio do gene B Codrington et al, 1990). Esta hipétese pode
também explicar o t€nue aumento dos niveis de HbF que acompanha este grupo de B—
talassemia por delecdo e P-talassemia por mutagfio Vinica, afetando a regifio promotora do
gene. Embora o aumento de HbF seja varidvel e ténue em heterozigotos, ele e adequado

para compensar a completa auséncia de B-giobina em homozigotos.

As mutacdes que causam PB-talassemias resultam na completa falta
(B —talassemias) ou na deficiéncia de B-globina (P —talassemias). Enquanto algumas
mutacBes levam 2 ténue reducio na sintese de PB-globina e sfic denominadas
B -talassemias, em outras o déficit ¢ tdo pequenc que os heterozigotos sfo conhecidos

como “silenciosos” (Hoffman, 1991). A tabela 1 mostra a fregiiéncia de mutacBes de maior

predominio no Sudeste Brasileiro.
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Tabela 1 — Freqiiéncia de mutagSes no gene B-globina mais freqiientes na populacio do

Sudeste brasileiro (Martins, 93)

Mutaciio Descricdo Tipo Distribuicio
CD39 (CAG-TAG) Insergio de Stop Cddon Bo 69%
IVSi-1  (G-A) Alteracio de sitio de splice junction Ao 6%
IvVSi-6 (IT-0O Modificacio de sitio consensu de splice B+ 7%
1VS1-110 (G- A) Criag#o de sitio criptico de splice B 20%

G estado homozigético da maioria das variantes genéticas de PB-talassemias
produz o quadro clinico da B-talassemias maior ou Anemia de Cooley. Esses pacientes
apresentam acentuada anemia a partir do quarto més de vida e necessitam transfusdes
sangliineas regulares para sobreviverem. Esse processo terapéutico conduz ao aciimulo de
ferro no organismo e s suas conseqiiéncias sobre glandulas endécrinas, figado e coragdo.
As complicacles cardiacas secunddrias a hemocromatose na segunda década da vida,

representam a causa mais comum de morte nessa doenga (Steinberg, 2001).

Os heterozigotos para B-talassemias apresentam, com raras excegdes, apenas
discreta anemia e nfo condicionam manifestacdes clinicas relevantes. No entanto, as
alteracBes laboratoriais sfio significativas, caracterizando-se por microcitose, hipocromia e
elevagdo dos niveis de HbA; e algumas vezes de HbF (Bank, 1978, Weatherall et al, 1972).
Existe, no entanto, um contingente de talassémicos heterozigotos sem qualquer
anormalidade laboratorial detectdvel pelos métodos habituais (Weatherall et al, 1980).
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Entre estes limites extremos existem algumas formas de combinagfes genéticas
condizentes a quadros clinicos nfo tdo graves quanto a forma homozigdtica classica, as
guais se aplica com freqliéncia a denominagfio de “P-talassemias ntermediaria”
(Cicidalli et al, 1980 e Gallo et al, 1979). A tabela 1 exemplifica os tipos de talassemias e

suas caracteristicas clinicas:

Tabela 2 — Quadro com os possiveis tipos de talassemias, suas representacfes alelicas,

tipos de hemoglobinas presentes e caracteristicas clinicas relacionadas (Oliveira, 1983).

Tipo de talassemias Tipo de Hemoglobina Caracteristica Clinica
Principalmente HbA;
. . Niveis aumentados de HbA,; Citomorfologia anormal
P-talassemia menor Raramente niveis aumentados de HbF. e
BB, gAp° Anemia discreta

Principalmente HbA, e HbF (quando B°B)

p-talassemia maior Principalmente HbA, e HbF com niveis varidveis de  Citomorfologia anormal

0,0 )
HbA d
Bnﬁ+ (quando B5") Anemia intensa
B Principalmente HbA com niveis variaveis de HbAs e N .
HbF (quando 8% TransfusGes fregijentes
Principalmente HbA, e HbF (quando §°B")
B-talassemia intermedidria . ooimente HbA, e HBF com niveis varidveis de  Citomorfologia anormal
°g° HbA (quando BQB‘) )
Bcﬁ+ Anemia moderada
Fat

Principalmente HbA com niveis varidveis de HbA, ¢

pB% B'B* (raros) HbF (quando '8, 8%" ¢ °B%) Nio depende de transfusdes

Vérios agentes farmacologicos que alteram a expressio de HbF tém sido
testados em animais € em pacientes com anemia faiciforme e B-talassemias. Dentre os mais
conhecidos esté a Hidroxiuréia (HU), agente utilizado na teraplutica de doencas
mieloproliferativas e que nos ultimos anos vem sendo administrada a pacientes visando
induzir a sintese de HbF e consegiieniemente amenizar os sintomas que caracterizam a
doenca (Saleh et al, 1998). O mecanismo que leva ao aumento da sintese de HbF ainda nfio

esta bem elucidado.
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Entretanto, a sintese normal de a-globinas em pacientes com P-talassemias
resulta em desequilibrio na sintese de cadeias globinicas. As de a-globinas livres sfo
extremamente instaveis e precipitam formando corpos de inclusfo. Estas inclusdes de
cadeias o sdo responsaveis pela destruicfio intramedular de precursores de eritrocitos e na

eritropoese ineficaz, que caracterizam as B-talassemias (Wickramasingle ¢ Hughes, 1980).

Os produtos da degradaciio das cadeias o em excesso, que sio globina, heme,
hemin (forma oxidada do heme) e ferro livre, provavelmente sdo responséveis por grande
parte dos danos & membrana de eritrOcitos nestas sindromes. Células vermelhas de
individuos portadores de B-talassemias apresentam redugfo em sua vida-média, que reflete

as miltiplas lesSes causadas pelo excesso de cadeias a(figura 2).
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Figura 2- Esquema sobre a fisiopatologia de B-talassemias -As cadeias a-globinas livres
precipitam no organismo danificando a parede de precursores eritroides levando
a eritropoese ineficaz ¢ diminui¢do da vida média da heméacia (parte direita da
figura). Este evento leva 4 produgfio de progenitores celulares, que ocasiona
expansdo da medula 6ssea. Em casos de anemia muito grave necessita-se de
transfusfio, situacfio na qual aumentam o0s nfveis de ferro no organismo e
conseglientemente sua absor¢fo, levando a clinicas relacionadas com as
B-talassemias que sfio geralmente a causa de obitos dos pacientes. Em casos
onde se observa aumento da producZio de hemoglobina fetal (lado esquerde da

figura), o paciente apresenta um quadro clinico melhor (Weatherral et al, 2001).
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Miele, Manson e Clinton (2001), descreveram um gene localizado no
cromossomo 16, de aproximadamente 2kb, que origina um RNA mensageiro de
aproximadamente 500pb e codifica para uma proteina de 102 aminoacidos com expressdo
relacionada a atividade hematopoiética (maturagfio de eritrocitos), embora sua fungio
precisa ainda nfio seja conhecida. O gene foi denominado EDRF (erythroid differentiation-
related factor), pois foi isolado de eritroblastos de rato e medula Gssea humana (Kong et al,
2001).

Kihm et al (2001), investigando genes controlados pelo fator de transcricdo
GATA-1, concluiram que o gene EDRF, renomeado como AHSP (dlpha-Haemoglobin
Stabilizing Protein), forma um complexo estavel quando figado & a-globinas, bloqueando
drasticamente a oxidagfio e precipitagiio de cadeias a-globina livres, funcionando como
uma “chaperone” molecular para o-globina, promovendo um mecanismo compensatério
através do qual precursores de eritrécitos aliviam os efeitos deletérios da precipitagiio de

a-globinas durante a eritropoese normal (figura 3).

Estudos posteriores confirmaram a especificidade de 4HSP em ligar-se somente
com o-globinas € nfo com B-globinas (Gell et all, 2002). A partir destes dados é possivel
prever uma possivel fungdo importante do gene 4HSP na fisiopatologia de B-talassemia.
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Figura 3 — Esquema de funcio de AHSP — Nesta figura Kihm, et al, (2001) ilustraram um
possivel mecanismo de acfio pela proteina AHSP. Na figura propde-se que a
proteina seja requerida para estabilizar o-globinas e direcionando-a na sua
ligagdo com B-globinas para a formacfo de hemoglobina. Em situacbes de
excesso de cadeias a-globinas, a proteina poderia diminuir os efeitos deletérios

destas cadeias livres, evitando sua precipita¢do no organismo.
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A hipitese seria que a proteina AHSP poderia atuar como um modulador de
gravidade em f-talassemia. Para a confirmagfo desta hipétese neste trabalho foram
realizados estudos de expressdo génica, com quantificaciio dos niveis de expressdo do gene
AHSP durante a diferenciagdo normal e em pacientes com B-talassemia intermediaria e

maior e em individuos controles.

Nossos dados indicaram que AHSP estd intimamente ligado com a
diferenciagdo eritréide, tendo sua express¥o aumentada em estagios celulares com aito
metabolismo de hemoglobina. Quanto aos dados observados em pacientes com
p-talassemias, nossos dados indicam maiores niveis de expressio em pacientes com clinica
intermediaria quando comparados com pacientes com clinica maior, mas nio alto suficiente
para propor, por enquanto, uma funcéo moduladora da protefna AHSP na fisiopatologia das
p-talassermias.

Andlises de DNA realizadas durante o desenvolvimento deste trabalho
mostraram polimorfismos que estdo relacionados com o grupo de pacientes com
P-talassemia estudados e, a primeira mutagio descrita no gene AHSP que leva 2
modificagdo de amino4cido e provavelmente 4 alteragio da estrutura protéica. Esta mutacio
foi detectada num paciente heterozigoto para P-talassemia mas com uma evolucdo clinica
intermediaria. Este ¢ o primeiro indicio concreto que correlaciona diretamente o gene

AHSP como possivel modulador de gravidade em P-talassemia.

A partir de todos estes dados, abrimos perspectivas de estudos com outros
genes utilizando a metodologia descrita, propomos, como fizeram cutros autores também,
uma compreensio melhor de como as cadeias globinicas podem se ligar para a formacéo de
hemoglobina, e sugerimos um estudo mais profundo sobre a relacdo da proteina com as

B-talassemias.
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Os objetivos deste trabalho foram :

1. Quantificar pelo método de PCR quantitativo em tempo real a expresséio do
gene AHSP na diferenciacfio de células eritroides humanas normais através

do método de cultura e eritroblastos de duas fases;

2. Quantificar pelo método de PCR quantitativo em tempo real a expressio do

gene AHSP em pacientes portadores de B-talassemias homozigéticas forma

maior e forma intermediaria;

3. Analisar a existéncia de polimorfismos (SNPs) ou mutagBes no gene AHSP,
que poderiam estar envolvidos muma possivel redugfio ou auséncia da

expressdio do gene, através da técnica de seqiienciamento automatico de
DNA.
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1- Casuistica

Foram estudadas 36 amostras de pacientes com [-talassemia, forma maior e
forma intermediaria, atendidos no ambulatorio do Hemocentro (UNICAMP). Os individuos
controle compreenderam 07 amostras de pacientes com Esferocitose hereditaria, 03
amostras de pacientes com Anemia falciforme, e 22 amostras de voluntarios sadios sem
alteragbes hematopoeticas ou na eletroforese de hemoglobina. Destas amostras foram
analisadas 12 amostras pacientes com [3-talassemias homozigéticas e 5 amostras de

pacientes portadores de esferocitose hereditaria nos estudos de expressio génica.

Os casos de B-talassemia foram diagnosticados pelo servigo de rotina do
hemocentro levando em consideragio dados hematoldgicos, eletroforese de hemoglobina e
presenca de mutagdes no gene da B-globina detectados por seqiienciamento de DNA no
paciente ¢ nos familiares. A classificagio de talassemia maior ¢ intermediaria foi feita
segundo o0s procedimentos recomendados internacionalmente (Guidelines for the clinical

management of thalassemia)

Foram coletados aproximadamente 15ml de sangue periférico em EDTA destes
pacientes. O sangue foi submetido a separagio de soro dos elementos figurados do sangue
(células brancas e células vermelhas) por centrifugacfio em tubos falcon de 50 mi por 10
minutos & 3000RPM. O soro foi descartado e as hemacias foram lisadas durante 30 minutos
sob agitacdo vigorosa em tampdio 1,I1M NH,Cl / 0,01M NH4HCO; (cloreto de aménio /
bicarbonato de amodnio). Apds a lise das hemdcias, o contefido foi submetido 3
centrifugacdo por 10 minutos & 3000RPM em temperatura de 4°C. O pellet de leucécitos foi
separado para extracio de DNA.

O sobrenadante contendo hemaécias lisadas e reticulécitos foi recuperado e
submetido a gradiente em 10 Sacarose/KCl por centrifugacio & S000RPM por 20 minutos
em temperatura ambiente. Apos a centrifugacgdo as hemdcias precipitadas foram descartadas
¢ o sobrenadante tratado com 0,7mli de 4cido acético 10% gelado para precipitagdo dos

reticulocitos em centrifugacéo & SO00RPM por Z0minutos & temperatura ambiente.

O petlet de reticuldcitos foi ressuspenso em 1-2ml de Trizol (invitrogen) para a
extragdo de RNA para posteriormente ser transcrito em ¢DNA com a enzima Super Script

il (Invitrogen}.
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2- Extracfio de DNA

O DNA das amostras de pacientes foi extraido como o reagente Trizol
(Invitrogen), uma solugio monofisica de fenol e guanidina isocianato. Ao botfio de
leucécitos foram acrescentados de 1 & 3ml de Trizol, quantidade essa que variou de acordo

com a homogeneidade da soluggo. Durante a homogeneizacéo.

A solugdo de Trizol foi incubada por 5 minutos 4 temperatara ambiente para
completa dissociagiio dos complexos nucleoproteicos. Acrescentou-se As amostras
homogeneizadas 200ul de cloroformio (CHCI;) que foram em seguida agitadas
vigorosamente. Nova incubacio foi realizada por mais 5 minutos & temperatura ambiente
e, entdo, as amostras foram submetidas & centrifugacio por 15 minutos & 13500RPM, em
temperatura de 4°C. A fase orgénica foi descartada e procedeu-se a precipitagiio do DNA
por adigio de 300ul de Ethanol absoluto, incubagfo 4 temperatura ambiente por 3 minutos
e centrifugagio a 4400PMR por 5 minutos, em temperatura de 4°C. Apds a precipitagdo, o
“pellet de DNA” foi lavado duas vezes com solugdo de 0.1M de Citrato de Sédio,
dissolvido em Ethanol 10%, e, novamente centrifugado 4 4400RPM por 5 minutos, em
temperatura de 4°C.

As amostras de DNA foram ressuspendidas em aproximadamene 300ul de
NaOH 8mM e incubadas overnight & 4°C. As amostras foram estocadas em freezer -20°C.

3- Proliferacio e maturagio dos progeniiores eritréides humanos em

Cultura Liquida de Duas Fases

Para a realizacfio deste trabalho, foram utilizados materiais provenientes de
culturas de diferenciagfio eritroide em duas fases. A técnica consiste na separacio de células
mononucleares de sangue periférico obtidas a partir de “buffy coat”™ (Pope, et al, 2000 ¢
Fibach et al, 1989) de doadores sauddveis e isoladas por centrifugacic em gradiente de
Ficoll-Hypaque (densidade 1.077g/mi-Sigma) 4 1500 RPM por 30 minutos 4 temperatura
ambiente. A camada de células da interface foi coletada em tubos de centrifuga estéril e
lavada em meio de cultura “Iscove’s Modified Dulbecco’™s Médium”™ (IMDM; Invitrogen)
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por trés vezes através de centrifugactes a 1500 RPM por 10 minutos & temperatura
ambiente. O botdo celular foi ressuspenso em meio de cultura IMDM (Invitrogen) ¢ a
verificaciio da quantidade e viabilidade das células foi realizada através de camara de
“Neubauer” com corante azul de trypan. As células foram cultivadas numa densidade de
aproximadamente 1x10° cels/ml em meio de cultura IMDM (Invitrogen) suplementado com
20% de soro bovino fetal inativado e estéril (Imvitrogen), 10% de meio condicionado
coletado da linhagem de células de carcinoma de bexiga 5637 e 1 pg/ml de ciclosporina A
(Sandfoz). As culturas foram incubadas a 37°C, numa atmosfera tmida com 5% de CO,
por 7 dias .

Apos esse periodo de cultura priméria, as células ndo aderentes foram coletadas
e lavadas em meio de cultura IMDM (Invitrogen) através de centrifugaciio a 1500 RPM por
10 minutos & temperatura ambiente. A quantificacdio da populacdo cehilar foi feita, por
exclusdo das células mortas, em cimara de “Neubauer” com azul de trypan. As células
foram colocadas novamente em cultura, em placas de 6 “wells” numa densidade de 0.5x10°
céls/ml, contendo meio IMDM (Invitrogen) fresco suplementado com 30% de soro bovino
fetal (Invitrogen), 1% de soro albimuna bovina deionizada (BSA-Sigma), 10° molL 2-
mercaptoetanol (Sigma), 1,5 nmol/L de glutamina (Gibco), 10° moVL de dexametasona
(Sigma), 300ug/ml de transferrina saturada com ferro (Sigma), 1 U/ml de eritropoetina
recombinante (Cilag), Sng/ml de “Steam Cell Factor” (SCF_Calbiochem), 2,5ug/ml de
fungizone {(Invitrogen), S0pg/mi de estreptomicina (Invitrogen} e 25 pg/ml de gentamicina
(Invitrogen). As culturas foram incubadas 4 37°C em atmosfera mida, contendo 5% de
CO; € 5% de O,.

Todos os dias a viabilidade das células foi verificada por exclusfio das mortas,
apos colorag8o com azul de trypan e, a verificacdo da morfologia foi feita através de
preparacbes de “citospin” coradas com “Leischman”. Amostras de células também foram
coletadas diariamente para extracfio de RNA total. Apés 4 dias de incubagfic na fase I, para
a remogdo dos linfécitos, as células foram colhidas e centrifugadas a 1500 RPM por 10
minutos & temperatura ambiente ¢ o sobrenadante foi reservado. O botfo céiulas foi
ressuspenso em 1 mil do sobrenadante, colocado em 2mi de Percoll (Sigma- densidade

1.0585g/ml) e centrifugado a 2000 RPM por 20 minutos 3 temperatura ambiente. A camada
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superior contendo os pro-eritroblastos foi coletada e ressuspendida no sobrenadante

recuperado e prosseguiu-se 4 incubagéo por aproximadamente mais 7 dias.

Coletas diadrias de células foram realizadas para verificacic da morfologia e
viabilidade celular, extracdo de RNA total e andlise da diferenciacfo celular por citometria
de fluxo, técnica que consiste no reconhecimento de proteinas ir situ, com um anticorpo
marcado com um fluocromo, comumente ficoeritrina (PE) ou fluoresceinas isotiacianato
(FITC). Este fluocromo ao ser estimulado por um feixe de laser emite um féton que ¢
capturado por sensores no citbmetro, fazendo andlises tanto qualitativas como quantitativas
{(Owens et al, 1995).

Para a analise da diferenciacio celular foi utilizado o método para marcacéo de
superficie celular utilizando anticorpo anti-glicoforina A conjugado com PE e anticorpo

anti-receptor de transferrina conjugado com FITC.

O RNA total das coélulas em cultura foi extraido com o reagente Trizol

(Invitrogen) e transcrito em ¢cDNA com a enzima Super Script II (Invitrogen)

4- Extracio de RNA

O RNA total das amostras de pacientes e das amostras de caltura de duas fases
foi extraido como o reagente Trizol (Invitrogen), uma solugfc monofisica de fenol e
guaniding isocianato. Ao botdo de céhulas foram acrescentados de 1 & 3ml de Trizol,
quantidade essa que variou de acordo com a homogeneidade da solucBo. Durante a
homogeneizacic, o reagente Trizol mantém a integridade do RNA enquanto rompe as

células e dissolve os componentes celulares.

A solucdio de Trizol foi incubada por 5 minutos & termperatura ambiente para
completa dissociagcio dos complexes nucleoproteicos. Acrescentou-se a4s amostras
homogeneizadas 200ul de cloroformio (CHCl) que foram em seguida agitadas
vigoresamente. Nova incubacfio foi realizada por mais 5 minutos 4 temperatura ambiente

e, entdio, as amostras foram submetidas 4 centrifugacio por 15 minutos & 13500RPM, em
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temperatura de 4°C. A fase orgénica, onde fica o0 RNA, foi recuperada, transferida para um
novo tubo e procedeu-se a precipitacdo do RNA por adicdo de 500ul de Isopropancl
gelado, incubacfo 4 temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugacio 3 13500PMR por
10 minutos, em ternperatura de 4°C. Apds a precipitagio, o “pellet de RNA” foi lavado com
Ethanol 70% para remociio do excesso de sal e, novamente centrifugado, agora 2

11500RPM por 5 minutos, em temperatura de 4°C.

As amostras de RNA total foram ressuspendidas em 4gua com
dietilpirocarbonato (DEPC) e incubadas por 10 minutos 3 55°C e 2 horas em gelo, para
completa solubilizacdo do RNA. Foram realizadas quantificaces através de leitura da
densidade oOptica em espectrofotdmetro no comprimento de onde de 260nm e, a integridade
da amostra foi analisada através de eletroforese em gel de agarose desnaturante 1.2%. Apos

a confirmagdo da integridade, as amostras foram estocadas em freezer -80°C.

5- Sintese de cDNA

A sintese de cDNA (DNA complementar) foi realizada a partir de
aproximadamente 5Spg de RNA total de pacientes e ou cultura de duas fases por meio da

enzima SuperScript II (Invitrogen).

As amostras de RNA total foram tratadas com DNase 7 por 15 minutos em
temperatura ambiente, para a remog¢ic de qualquer DNA contaminante. A reagio foi
interrompida com a adigfio de EDTA, composto quelante de Mg™ - co-fator necessério para

a atividade da DNAse-, e por aquecimento a 65°C por 5 minutos.

Da adi¢cBo de dNTPs, necessarios para a formac¢fo da fita a ser sintetizada e do
oligodT, que se ligara a regifio poli-A do RNA mensageiro servindo de ancorador para que
a Transcriptase Reversa possa fazer a sintese da cadeia de cDNA, a reagéo foi incubada por
50 minutos a 42°C, temperatura otima para a atividade da enzima e, depois, por 15 minutos

& 70°C, para inativaggo da mesma.
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Apbs a reaglio de transcrigdo reversa as amostras de ¢DNA foram utilizadas
como molde em reagfio de PCR para amplificacio de uma porgdo do gene de B-actina

(aproximadamente 600pb) e assim confirmagio da realizacfio da sintese.

6- PCR quantitative em tempo real - “Real-time PCR”

A técnica de real-time € baseada no monitoramento da fluorescéncia emitida
durante a reagdo de cadeia em polimerase (PCR) (Higuchi, 1993), pela ligacdo de uma
sonda especifica (Tagman, Molecular Beacon, etc) ou um corante (SYBRGreen), na fita

recém sintetizada (Bustin, 2000).

A detecglio de amplificagBio em tempo real foi realizada no equipamento ABI
5700 Sequence Detector System (Applied Biosystems) utilizando o reagente “SYBRGreen
PCR Master Mix (Applied Biosystems)”, que além de conter todos os reagentes necessarios
para a realizacio de uma reagdo de PCR ( dNTPs, MgCl, Tampio, Taq Ampli-Gold)
contém também o corante SYBRGreen, componente intercalante de DNA dupla-fita

necessdrio para a deteccdo da reacdio ciclo a ciclo pelo equipamento acima citado.

A quantificagio da expressio utilizada foi a denominada “analise relativa dos
dados”, onde a expressdo do gene AHSP foi quantificada em relagfio 4 uma situagio onde
ndo existe a expressdo do gene, utilizando-se o tempo zero de cultura nas analises durante 2

diferenciagfio celular e utilizando-se cDNA de cérebro como tecido referéncia.

Todos os dados obtidos foram normalizados a partir da expressdo de um gene

de controle enddgeno, a B-actina.

A analise relativa dos dados ¢ expressa pela derivacio da férmula aritmética
ol (& descri¢do da andlise se dard mais adiante), de onde obtemos os niveis de expressio
genica das amostras sempre em relago 2 amostra calibradora, como descreve o manual do

equipamento.
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Para a realizagio desta técnica foram desenhado primers especificos para o
gene AHSP, alvo do nosso estudo, e também primers especificos para o gene a-~globina. Os
primers foram desenhados com o uso do software “Primer Express” (Applied Biosystems).

Seguem abaixo as seqiiéncias dos primers (tabela 3):

Tabela 3 - Seqiiéncias de primers utilizados na amplificagdo de genes na técnica de PCR

guantitativo em tempo real.

Gene Segiiéncia Primer
a~globina-RT- F 5-TGGTCCCCACAGACTCAGAGA -3
a-globina-RT- R 5-CGGCCTTGA CGTTGGTCTTT 37
B-actina-RT-F - TCACCGAGCGCGGCT -37
B-actina-RT- R 5- TAATGTCACGCACGATTTCCC -3
AHSP-RT-F 5"- TGATCCTCTCGTCTCTGAAGAAGAC - ¥
AHSP-RT-R 5°- GCTGCCTGTAATAGTTGATGTAGAAGTT -37

Para que a reagdio de PCR em tempo real seja confidvel e reprodutiva €
necessdrio sfo necessarias condicBes Otimas de reacfio, ou seja, que as amplificagdes
apresentem 100% de eficiéncia de amplificacdio a cada ciclo, ocorrendo duplicagdo do
DNA. A eficiéncia de amplificacio é obtida da formula 1007 onde slope significa o
valor da inchnacfio da curva. (Pfaffi, 2001 ¢ Meijjerink et al, 2001) (figura 4). Para que
essa eficiéncia seia proxima entre as amostras é importante que os produtos gerados por

cada par de primers também tenham um tamanho aproximado .

As otimizacBes aconteceram testando as amplificacBes obtidas de vérias
concentracdes de primers em uma diluigBo seriada de ¢cDNA de cultura eritréide de
predominio celular ortocromaticc. Foram feitas cinco diluigdes: 500ng (5%10%), 200ng
(2x10%), 50ng (5x10%), 20ng (2x10Y), 5ng (5x10%) e 2ng (2x10%). As concentracdes de
primers otimizadas e os tamanhos dos produtos de PCR seguem abaixo (tabela 4) :
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Tabela 4 — Concentracdes de primers utilizadas na amplificacio de genes na técnica
de PCR quantitativo em tempo real As concentragdes foram determinadas pela
eficiéncia de amplificacfio gerada em condi¢Ses testadas. Informados também estdio o
tamanho do produto de PCR gerado pela reagfio. Os valores marcados com * correspondem

a quantidade de primer para amplificacdio do gene a-globina em amostras de pacientes e

controles
Primer / Gene Concentraciio utilizada Produto PCR Eficiéncia
gerado Amplificaciio (%)
a-globina 1,2pM e 03uM* 70pb 54,5% e 92%*
B-actina 1,2uM 60pb 100%
AHSP 1,7uM 79pb 96,5%
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Grafico 1 — Anslise da eficiéncia de amplificagio — Para analisar dados gerados pelo PCR
quantitativo em tempo-real, as reacSes foram otimizadas para que tivessem
100% de eficiéncia de amplificagfio. De acordo com os dados demonstrados na
tabela 4, a figura mostra os graficos da andlise de eficiéncia dos primers (A)
a-globina 1,2uM ; (B)a-globina 300mM (C) AHSP 1,7uM e (D) B-actina
1.2uM. No eixo “x’ encontram-se o log das concentragbes de ¢cDNA utilizadas
para fazer a curva de diluicio e, no eixo ‘v’ encontram-se os ‘Cts’, ciclo onde

foi detectada fluorescéneia.
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Todas as amostras foram quantificadas sempre em duplicata em placas de 96
“wells” (Sorenson, BioScience Inc) com “caps™ (SSI). As reagdes foram realizadas em um
volume total de 25ul contendo 20ng de ¢cDNA (rea¢bes para amplificagio de materiais da
cultura de duas fases) e 100ng (reagdes para amplificagdo de matérias de pacientes), 12,5ul
de SYBRGreen Master Mix PCR (Applied Biosystems). As concentracdes de primers
utilizados e os tamanhos do produto amplificado ja foram descritos na tabela 5.

Os dados sdo coletados na forma de emissio de fluorescéncia durante os ciclos
da reacdo e analisados de forma curva. A determinaciio dos valores para quantificagio da
expressdo acontece com a determinago do “Threshold”. O ponto de encontro entre esta
linha e a curva de amplificagfo é denominado “Cycle threshold”, ou “Ct” (figura 5).

Estes dados em forma de “Ct” foram exportados para uma planilha de Excel
Foramn extraidas as médias destes dados, uma vez que as amostras eram feitas sempre em
duplicatas, e as normalizagBes dos dados com o controle de expressdo endogena, primeira
passo da derivagéio aritmética denominado ACt (Ct da amostra com gene alvo menos Ct da

amostra com gene de controle endégeno).

Muateriais e Métodos

68



Rnvs Cycies
400

0

0.1
0,01
0001 s
1234350878 910111213484151617 1818202122 232425260 2725820303132 3334353837 383840
Cyele Number

Figura 4 — Curva de amplificacfo de PCR quantitative em tempo real — A anilise da
morfologia das curvas ¢ um forte indicativo de que a reagio ocorreu sem
problemas. A curva deve ter uma morfologia sigmoéide, mostrandoe as fases lag
ou inicial, log ou exponencial ¢ fase de platé, onde nio ocorrem mais
amplificagbes. Apds esta andlise € tragado o “threshold” e a partir dele
coletados os dados em forma de “Ct”, ciclos onde a fluorescéneia “X” na fase

exponencial do PCR seré convertida em dados de expressdo génica.

Ap6s a normalizacio dos dados foi realizada a calibragio dos mesmos,
utilizando situagdes onde a expressio do gene alvo € inexistente, levando ao segundo passo
da derivacio aritmética denominado AACt (ACt da amostra a ser quantificada menos ACt
da amostra calibradora — tempo 0 (zero) de adicio de eritropoetina na cultura de duas fases

e cDNA de cérebro na anélise dos pacientes).
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Agora, os dados que foram normalizados e calibrados serfio convertidos em

2MC¥

niveis de expressic pela fdrmula , onde estima-se que a situacfo calibradora tem valor

CG159

{um) de expressdo.

Para certificago de que a fluorescéncia emitida nfio estava sendo gerada por
amplificagdo inespecifica dos primers, foi feita a andlise da curva de dissociagdo gerada
pelo equipamento. Esta curva baseia-se no “Tm” (Melting Temperature) especifica de cada
produto, que € determinada pela sua composicdo de nucleotideos. A cada variagdo da
temperatura, que acontece entre 60°C a 95°C logo apds o término do PCR, sio coletados
dados de fluorescéncia. A curva de dissociagio ocorre quando em determinada temperatura
o produto de PCR separa suas fitas ¢ ocorre queda de fluorescéncia gerada pelo
SYBRGreen, ja4 que este intercala ”se;neme 'aaupla ﬁia (figura 6). Seguem abaixo as
temperaturas de dissociagfo de cada primer (tabela 5)

Todos estes passos foram seguidos levando em consideracfio as recomendacdes
contidas no “User Bulletin” da Applied Bvosistems.

Tabela 3 — Temperatura de Dissociagio dos produtos de PCR gerados pelos genes
estudados.

Primer — Produto PCR gerado Temperatura de Dissociacio
o-globina 84°C
B-actina 83°C
AFISP TrC
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Curva de Dissociagiio ~ A curva de dissociacBio ¢ utilizada para analisar 2
auséneia de contaminantes ou geragfo de produtos inespecificos. De acordo
com a tabela 5, podemos conferir que cada gene analisado tem um amplicon
gerado, e este, uma temperatura de dissociag8o especifica. A dissociacfio do
produto da PCR leva ao desligamento da ligacio SYBRGreen-DNA, levando
a perda de fluorescéncia que, na figura acima é demonstrada com um pico. (A)
Representagdio da curva de dissociacBio com queda da emissfio de

fluorescéneia e (B) uma outra representacio utilizando a derivativa negativa.
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7- Seqiienciamento de DNA

Na busca de mutagbes ou polimorfismos no gene AHSP que pudessem estar
relacionadas com a gravidade da doenca, foi realizado o seqiienciamento automaético de
DNA em equipamento 377 ABI (Applied Biosystems).

O gene foi amplificado por reagiio em cadeia de polimerase (PCR) utilizando
4 pares de primers distintos, especificos para o gene. Os primers denominados F2 e R2
geram fragmentos de aproximadamente 428pb e, os primers denominados F3 e R1 geram
fragmentos de aproximadamente 444pb. (tabela 6 e figura 6).

Tabela 6 ~ Descricfio dos primers utilizados na amplificacio da regiio promotora e
estrutural do gene AHSP, A localizacfio estd de acordo com a seqgiiéneia de nucleotideos

do cromossomo 16.

Primer Seqiiéncia Localizacio Produte PCR
F2 5’- ACAGAGAGATTCACGCACC -3 12182
R2 5'- GTATCCCGTGTCTCTCG -3 12610 428
F3 5"~ ACGAGAGACACGGGATAC - 3° 12610
R1 5’- AGCACTGGTCTTTATTGAGG - 3° 13054 444
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12181
12241
12301
12361
12421
12431
12541
12601
12661
12723
12781
12841
12801
129861
13021
13081

cacadg. agg_ga

ttcacgcacc

gaaggtgagc
tggaaaggag
gaaataccca
gatggetett
tctgetgaat
ggggtgecgy
atggazacaa
tgtggeacta
cctctecegea
tgtggtggag
gccceaagad
cectttectg
geectecteo
cttaggctgt
ttggactiece

ccaacctygygyg
atagccogetge
gtgaggaggg
cttaaggoca
cagcaggtga
ggaagtggag
cgagagacac

ctcaagagty
azaatogtyga
agggcaggag
aaacagatat
ataaggatct
gtocaagett
gaagaggata
gggatacaat

ttctagtatt
accccccagy
gactggatga
cgagacaadgyg
gccaagtaca
tagetecaggyg
gctcctgecea

cccecgaatcec
tetticaatga
acttetacat
ctcotgcagga
gggacttcct
acccageece
ctctaccctg

tgggtgagac
cctcagagea
ggatttitaa
gtaaaticta
catttccgea
tccattteas
attggagectyg
gcagaggaasa
attgectgace
tcctctegte
caactattac
gcttceggeaa
gaagtotcat
tectctctga
acacctcaat

atatacagce

gggcaggaty
ggggaggaag
ccecttttcte
ggattgaagg
aggactggec
gtgaagtaat
gagaatgtga
acattctccce
tctgaagaag
aggcagceady
gagetgaaca
gagctcecoccga
gaaactctga

tgttagacct
tgaaaggttt
tgggttggoyg
tacccaggca
agttcagcgt
tggagactgg
ggtggagttg
gagttggtge
ttgccaactyg
acatggtgac
tgacagggga
ctctggcecaa
gtcacccace
ccttcatgte

aaagaccagt getggttttyg

Figura 6 — Seqiiéncia genémica AHSP — A figura estd numerada para melhor ilustrar os

introns (12246 - 12409 e 12493 - 12741) e os exons (12181 — 12245, 12410-
12492 e 12740- 13090) do gene. As segiiéncias em negrito e sublinhadas

referem-se as segiiéncias dos primers utilizados tanto na amplificacdio do gene

por PCR quanto para a reacio de segiienciamento.

A confirmacfio da amplificagiio foi feita em gel 2% e a quantificagio dos

produtos de PCR foi feita com utilizagio do marcador “Low DNA Mass Ladder”
(Invitrogen), € as amostras foram submetidas & reaglio de seqlienciamento com o kit
BigDye Terminator (Applied Biosystems). Para cada reagio de seqlienciamento foram
utilizados aproximadamente 30ng de amostra. Primeiramente as reagdes foram realizadas
utilizando primers que reproduzissem a fita sense. Se alguma alteragdo fosse encontrada,
entio a confirmacfo desta ocorria com o seglienciamento utilizando primers que

reproduzissem a fita antisense na mesma regido.
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As amostras apés o seqlienciamento foram analisadas de duas formas: analise
da composigio de nucleotideos comparados com a seqiiéncia depositada no GeneBank
através da ferramenta de Blastn, e anilise de composigio de nucleotideos pelo

eletroferograma gerado pelo seqiienciador através do sofiware Chromas V. 2.22.

Foram analisadas 36 amostras de pacientes com B-talassemia homozigotica e
32 amostras controles sendo 07 amostras de pacientes com Esferocitose hereditdria,
03 amostras de pacientes com Anemia falciforme e 22 amostras de voluntdrios sadios e sem

alteragGes hematopoiéticas ou na eletroforese de hemoglobina..

8- Analise Estatistica

Para analisar a expressdo génica entre os diferentes grupos de pacientes e entre
os diferentes tempos de diferenciagio celular na cultura de duas fases optou-se pelo teste
ndo-paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney, uma vez que as varidveis do estudo
rejeitaram a hip6tese de normalidade. Os dados foram considerados significantes se o valor
de p demonstrasse ser igual ou menor que Oi‘JOS A andlise estatistica foi realizada em
programa computacional GraphPad Instat Tm Software V2.02 Copyright  1990-1993.

Para analisar a influéncia dos polimorfismos detectados, nos fenétipos de
pacientes homozigotos para B-talassemias optou-se pelo teste de Fisher. Os dados foram
considerados significantes se o valor de p demonstrasse ser igual ou menor que 0,05.
A andlise estatistica foi realizada em programa computacional Epi Info 2000, versdo 6.
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1- Cultura eritroide em duas fases

O acompanhamento da diferenciaciio celular foi realizado por meio de duas
estratégias: a andlise da morfologia celular com microscopia Optica e andlise da
diferenciagio celular por meio de citometria de fluxo marcando proteinas especificas de

eritrécitos maduros.

As [aminas de células coletadas em varios estagios da segunda fase da cultura
estdo demonstradas na figura 7. Pro-eritroblastos comegam a ser notados no 3° e 4° dias de
diferenciagio como células grandes e arredondadas que quando coradas com Leishman
demonstram citoplasma corado em azul claro € um grande nicleo. A medida que este tipo
celular prolifera forma aglomerados celulares. Durante a fase intermedidria de
diferenciagdo, aumenta-se gradualmente a proporgéio de eritroblastos basofilicos (entre 5° ¢
7° dias) e células do tipo policromatdfilo e ortocromético (8° ao 10° dia). No final da
segunda fase (entre 11° ¢ 14° dias), os eritrocitos continuam a proliferar ¢ maturar em

células do tipo ortocromatico.

A diferenciag@io na segunda fase da cultura foi quantitativamente determinada
por citometria de fluxo usando anticorpo anti-receptor de transferrina conjugado com FITC
e anticorpo anti-glicoforina A conjugado com PE (figura 8). Os dados demonstram que a
diferenciaciio celular esta ocorrendo durante a cultura de células, conclusio esta refletida
pelo aumento da porcentagem de células positivas para transferrina e pelo aumento da
porcentagem de células positivas para glicoforina-A. (0,03% e 0,11% no dia § —zero- da
adicfio de eritropoeting, respectivamente, aumentando para 65,2% ¢ 14,94% no 14° dia de

cultura, respectivamente)
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11°-14° dia _

Figura 7 — Andlise morfolégica da diferenciacio celular durante a cultura eritréide
‘ em duas fases — Células mononucleares foram isoladas de sangue periférico
de doadores ¢ colocadas em cultura primaria por 7 dias em meio de cultura
contendo soro bovino, ciclosporina A e fatores de crescimento. As células

foram lavadas e colocadas em cultura secundéria em meio de cultura contendo
eritropoetina. Células coletadas durante a cultura secundéria nos dias 0, 4, 5, 7,

8, 10, 11 e 13 (X1000) foram coradas com Leishman e analisadas em
microscépio Eclipse E-600 (Nikon) utilizando o software Image pro-Express

4.0 (Media Cybemetic, 1.P) para determinar o estagio celular através da
andlise morfologica: fase inicial da cultura secundaria (0 ~ 4° dia),
predomindncia de pré-eritroblastos; fase intermediaria da cultura secundaria

(5° - 7° dia), demonstrou a presenga de eritroblastos basofilicos, e (8° - 10°

dia), a opresenca de eritroblastos policromatéfilos e eritroblastos
ortocromaticos foi observada; na fase final da cultura secundaria (11° -

14° dia), ocorre predominincia de eritroblastos ortocrométicos.
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Figura 8 — Andlise da diferenciag¢io celular por citometria de fluxo em células de
cultura eritréide em duas fases — Dados representativos da citometria de
fluxo em células obtidas durante cultura secunddria de eritrdcitos. A
diferenciagiio foi determinada utilizando anticorpo anti-receptor de
transferrina conjugado com FITC (eixe x) e anticorpo anti-glicoforina-A
conjugado com PE (eixo v). A porcentagem de células positivas para receptor
de transferrima e células positivas para glicoforina A demonstra 2
diferenciacio celular durante a segunda fase de cultura eritréide para cada

amostra,
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2- Andlise da expressio génica durante a diferenciacio eritréide normal

Para quantificar os niveis da expressdo do gene AHSP durante a diferenciacfio
eritrdide, amostras de sangue de doadores sauddveis foram submetidas & cultura eritrdide
em duas fases (n=5). Como ja descrito, estudos morfolégicos e por citometria de fluxo

(figuras 7 e 8) foram utilizados na determinagéo e confirmacéo da diferenciacéo.

Os resultados indicam aumento concomitante de expressio do gene AHSP
{gréafico 2) e do gene a-globina (grafico 3) durante a maturacéio celular (p <0,05). O maior
nivel de expressfio foi observado quando ocorren predomindncia cehilar do tipo
eritroblastos policromatéfilos (8° - 10° dia apos a adicfo de eritropoetina), seguido por uma
diminuicio na expresséio em células mais maduras (11°-14° dia ap6és a adicio de

eritropoetina).

A raz8o entre os niveis de expressio do gene 4AHSP e do gene a-globina foi
calculada para analisar a possivel correlagio entre a expresséio do gene AHSP ¢ a expresséo
do gene o~globina (grafico 4 e tabela 7). Os resultados indicam que a expressfio do gene
AHSP esta associada aos niveis de expressfio do gene a-globina, e que a razéio entre a
expressio dos gene AHSP/a-globina ¢ muito similar durante toda a diferenciacic do

eritrdcito, mostrando uma leve, mas nfo significante, diminui¢do durante as fases tardias de
diferenciacfio (p =0,3).
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Grafico 2 — Andlise da expressido do gene AHSP durante 3 diferenciaciio eritréide —
Apos a adigdo de eritropoetina foram feitas coletas celulares e, extragio de
RNA e sintese de ¢cDNA. Através da tecnologia do PCR quantitativo em
tempo real, foram quantificados niveis de expressiio do gene AHSP durante a
diferenciagfio eritrdide. Niveis avnmentados de expressio génica foram
detectados predominantemente em células do tipo eritroblasto policromatofilo
(8°-10° dia ap0s a adi¢io de eritropoetina). A reacfio de PCR foi realizada em
volume total de 25ul, contendo 20ng de c¢DNA, 12,5ul de SYBR Green
Master Mix PCR (Applied Biosystems) e as seguintes concentracSes de
primer: 1,7 uM de primer para 4HSP e 1,2 uM de primer para f-actina.
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Grafico 3 - Analise da expressde do gene a-globina durante a diferenciacdo eritroide
— Foram feitas analises de expressfo dos genes requeridos para a formaciio de
hemoglobinas durante a diferenciagiio eritréide em cultura de duas fases.
Niveis aumentados da expressfio génica foram detectados predominantemente
e células do tipo eritroblastc policromatofilo (8°-10° dia apés adicio de
eritropoetina). A reagiio de PCR foi realizada em volume total de 25l
contendo 20ng de cDNA, 12,5ul de SYBR Green Méster Mix PCR (Applied
Biosystems) e as seguintes concentrages de primer: 1,2 uM de primer para a-

globina e 1,2 pM de primer para B-acting.
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Razéao da expresséao dos genes AHSP / Alfa-globina na
diferenciacao eritroide
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Grafico 4- Andlise da razio da expressio dos gene AHSP x a-globina durante a
diferenciagio eritréide — Dados mostrados no grafico e tabela sugerem que a
razdo da expressdo do gene AHSP pela expressio do gene a-globina ndo
demonstram diferengas significativas durante a eritropoiese (p = 0,3), embora

esta relagfio apresente redugfio nas fases terminais do processo.
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Tabeia 7 — Analise da razdic da expressio dos gene AHSP x a-globina durante a
diferenciaciio eritréide — Dados mostrados no grifico e tabela sugerem que a razio da
expressio do gene 4HSP pela expressiio do gene a-globina nio demonstram diferencas

significativas durante a eritropoiese (p = 0,3), embora esta relagiio apresente redugio nas

fases terminais do processo.

Diferenciagiio celular Niveis de expressiodo  Niveis de expressiio do

(dias apés adicio de gene AHSP gene Razdo + Desvio
eritropoetina) (Fold Change) a~globin Padrdo
{Fold Change)
0-4° Dia 0 0 0
59-7° Dia 8% 73,6 0,12+ 0,1
£°-10° Dia 52,5 336,8 0,16 + 0,1
11°-14° Dia 93 11,1 0,08 + 0,06

3- Anilise da expressdo génica em pacientes homozigotos para B-talassemia e

em controles

Em B-talassemias, os baixos niveis de cadeia B-globinas com a sintese normal
de cadeias a-globinas resultam em um desbalango de sintese de cadeia globfnicas. Como o
gene AHSP foi descrito sendo transcrito numa proteina tipo “chaperone”, com capacidade
de se ligar a4 cadeias a-globinas livres, nds resolvemos estudar os niveis deste gene em

reticul6citos de sangue periférico de pacientes com B-talassemias homozigotas evolucdes

clinicas intermedidria e maior.

Como individuos controle foram estudados pacientes com esferocitose
hereditaria por nfio apresentarem qualquer tipo de alteracfo estrutural da molécula de

hemoglobina e por apresentarem altos niveis de reticulécito.
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Todos os pacientes envolvidos nesta pesquisa nfo apresentam associagfio com

a-talassemia, pelo menos para as descrigdes mais freqlientes (-o®7, -o*%, --MED ¢ S5B&y

(Kattami et al, 1996 e Embury et al, 1980).

Para o desenvolvimento da pesquisa, os pacientes foram agrupados em
3 grupos: grupo de pacientes com P-talassemias intermedidria (n=5), grupo de pacientes

com P-talassemias Maior (n=7) e grupo de individuos controles (n=5).

Foram coletados destes pacientes aproximadamente 15ml de sangue periférico
para extragdo de RNA total de reticuldcitos, sintese de cDNA e quantificacio da expressio

génica por PCR quantitativo em tempo real como ja descrito em materiais e métodos.

Tabela 8 — Dados gerais de pacientes com B- talassemia envolvidos neste estudo. A
classificagéo para estudo foi determinada a partir da caracteristica fenotipica do paciente:
pacientes com necessidade de transfusdes fregiientes foram classificados como maior;

pacientes com evolugfio clinica sem necessidade de transfusdes foram classificados como

intermedidrio.

Pacientes Fendtipo Gendtipo Sexo idade
H B-talassemia maior CD39/IVS1-110 Feminino 24
2 p- talassemia maior IVS1-116/IVS1-6 Masculino 27
3 - talassemia maior CD39/CD39 Masculine 6
4 B~ talassemia maior CD39/1VS1-6 Masculino 17
5 3~ talassemia maior VS1-1/IVSi-6 Feminino 15
6 - talassemia maior CD3%/TVSI-110 Feminino i8
7 - talassemia maior CD39/1V8i-6 Masculino 14
8 B-talassemia intermedisria D39/ CD39 Masculino 25
& {3- talassemia intermediéria CD3¢/1V8i-6 Feminino 13
10 B~ talassemia intermedidria CD39/IVS1-6 Masculino 10
it 3~ talassemia intermedidria CD39 7/ CD39 Masculine 24
2 8- talassemia intermedidria CD39/1VS1-110 Masculino 68
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Os resultados indicam que a expressio do gene AHSP (grifico 5) foi maior em
pacientes com B-talassemia intermedidria do que a quantificada em pacientes com
B-talassemia Maior ¢ em controles (p<0,05). A expressfio do gene 4HSP ndo apresentou
diferengas significativas entre pacientes com B-talassemia Maior ¢ controles. A expressio
do gene a-globina foi quantificada nos mesmos pacientes (grafico 6) e nfio mostrou

diferenga de expressiio entre os grupos (p=0,25).

A razfio entre 0s niveis de expressdo do gene 4HSP e do gene a-globina foram
calculados e comparados entre os grupos (grifico 7 e tabelas 9a e 9b). Os resultados
mostram diferengas estatisticamente significativas na relagio AHSP/o-globina em
pacientes com [-talassemia intermediria (p<0,05). No entanto quando comparados com os
outros grupos estudados € similar ao evento observado em cultura, onde as células mais
diferenciadas apresentam redugfio nesta relagdo. Deste modo, o aumento observado pode

ser devido ao maior numero de eritroblastos nos pacientes com B-talassemia intermedidria .
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Analise da expressao do gene AHSP em pacientes com B-talassemia e
em controles
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Grafico 5 - Expressio de gene AHSP em pacientes com J-talassemia ¢ em individuos
controles — Foram analisados 5 pacientes com [-talassemiaintermedidria,
7 pacientes com B-talassemia maior e 5 pacientes com esferocitose hereditaria,
considerados come individuos controles. A expressdo do gene AHSP foi maior
em pacientes com [-talassemia intermedidria quando comparado com os
niveis quantificados em pacientes com B-talassemia maior ¢ coniroles. A
reagdo de PCR foi realizada em volume total de 25pl, contendo 100ng de
¢DNA, 12,5ul de SYBR Green Master Mix PCR (Applied Biosystems) e as
seguintes concentragbes de primer: 1,7 uM de primer para AHSP ¢ 1,2 uM de

primer para f-actina.
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Analise da expresséo do gene Alfa-globina em pacientes com B-

talassemia e em controles
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Grafico 6 - Expressio do gene o-globing em pacientes com B-talassemia e em
individuos comtroles - Foram analisados 5 pacientes com

B-talassemia | intermediaria, 7 pacientes com B-talassemia maior e 35
pacientes com esferocitose hereditaria, considerados como individuos
controles. A expressdo do gene a-globina ndo apresentou diferencas
significativas entre os pacientes estudados. A reagdo de PCR foi realizada
em volume total de 25pl, contendo 100ng de cDNA, 12,5ul de SYBR Green
Master Mix PCR (Applied Biosystems) ¢ as seguintes concentragles de

primer: 1,2 pM de primer para a-globina e 1,2 uM de primer para factinag.
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Razao da expressao dos genes AHSP/Alfa-globina em pacientes
com B-talassemia e em controles
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Grafico 7- Analise da razio da expressio dos gene AHSP x a-gilobina em pacientes
com PB-talassemia ¢ em individuos controles — Os dados demonstrados no
grifico e na tabela sugerem uma razio estatisticamente significativa em
pacientes com -talassemia intermedidria (p<0,05) do que a encontrada em
pacientes com [3-talassemia maior e controles (p = 0,3), embora esta diferenca

possa ser devida ao nimero de eritroblastos presentes em [-talassemia
ntermedidria.
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Tabela 9a~ Andlise da razdo da expressiio dos gene AHSP x o-globina em pacientes
com P-talassemia e em individuos controles — Os dados demonstrados no grifico € na
tabela sugerem uma razio estatisticamente significativa em pacientes com B-talassernia
intermedidria (<0,05) do que a encontrada em pacientes com PB-talassemia maior e
controles (p = 0,3), embora esta diferenca possa ser devida ao nimero de eritroblastos

presentes em P-talassemia intermedidria.

Niveis de expressio do Niveis de expressio do gene

Pacientes gene AHSP a-globin Razio + Desvio Padrio
(Fold Change) (¥Fold Change)
intermedidria 26,26 1496,440 0,615 + 0,0005
maior 10,39 1174,13 0,009 + 0,0009
controles 13,30 1470,50 0.009 + 0,0005

Tabela 9b - Andlise da razio da expressdo dos gene AHSP x a-globina em pacientes
com [-talassemia e em individuos controles - Os dados demonstrados na tabela sugerem
uma razfo maior em pacientes com p-talassemia intermedidria (p<0,05) do que 2
encontrada em pacientes com B-talassemia maior e controles (p = 0,3). embora esta

diferenca possa ser devida ao ntmero de eritroblastos presentes em [-talassemia
ntermedidria.

Pacientes Fendtipo Genétipo Expressiodo Razdo AHSP / a-globina
gene AHSP
1 {-talassemia maior CD36 /IVSI-110 13,8 0,611
2 3~ talassemia maior IVS1-110/IVS1-6 9,68 0,006
3 B- talassemia maior CD39/CD3¢ 11,67 0,008
4 {3~ talassemia maior CD39/1VSi-6 545 0,005
5 - talassemia maior IVS81-1/1VSi-6 18,45 0,015
5 B- talassemia maior CD39/1VS1-110 11,04 4,010
7 B- talassemia maior CD39/IVs1-6 2,65 0,006
8 {3-talassemia intermediaria CD39/CD39 26,65 0,014
9 B- talassemia intermedisria CD3%/1VSi-6 31,18 0,014
10 8- talassemia intermediaria CD39/1VS1-6 24,53 0,017
11 B~ talassemia intermedidria CD39 /D39 24,86 0,019
12 [- talassemia intermedidria CD39/1IVSi-110 14,79 0,012
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4- Anilise estratural do gene AHSP

Neste estudo fizemos a anpdlise de DNAs de pacientes com PB-talassemias ¢
individuos controles na busca de mutacdes e polimorfismos no gene AHSP. Atualmente
encontram-se depositados no dbSNP
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=snp), que se encontra incorporado ao
sistema NCBI's, os polimorfismos descritos no gene AHSP ilustrado na tabela 10:

Tabela 10 — Relagido de SNPs ja descritos no gene AHSP

Posicao Polimorfismo Observacoes
12347 G-A intron
12391 G-A Intron
12798 T-A Troca de aminodcido — perda de sitio de

restricio para enzima Fok
12885 T-G Néo provoca alteragdes

12691 T-C Ngo provoca alteractes

Para a busca de outros polimorfismos e mutagbes em amostras de pacientes
com [-talassemia homozigética foi amplificado do cromossomo 16 a regifio estrutural do
gene AHSP por meio de PCR com primers especificos e os produtos gerados analisados por
seqlienciamento automético de DNA, utilizando 4 {quatro) pares de primers, como descrito

em materiais e métodos.
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Figura 9 — Fragmentos do gene 4HSP amplificados por PCR — Gel de agarose 1% com
brometo de etidio. O marcador de peso molecular utilizado foi 0o $X174 RF
DNA/ Hae III (Invitrogen). Os fragmentos denominados {A) referem-se ao
fragmento E; e (B) referem-se ac fragmento E;.

Foram analisadas 36 amostras de pacientes homozigotos para B-talassemia, 07
amostras de pacientes com esferocitose hereditdria, 03 amostras de pacientes com anemia
falciforme e 22 amostras de wvoluntérios. Dados de etnia, sexo ou idade nio foram

considerados em nenhum dos grupos.

Quatro alteragGes freqiientes foram detectadas nos segiienciamentos quando
comparadas com a seqiiéncia depositada no GeneBank. As alteragBes encontradas nas
amostras analisadas estdo listadas na tabela 11.

Os polimorfismos encontrados nas posicSes 12347 (figura 10) e 12391
(figura 11}, com localizagio no 1° intron, nfio provocam alteracdo ou insercfio de sitio de
splicing, como confirmado com o seqiienciamento do ¢DNA de algumas amostras com
estas alteragdes detectadas no DNA, e os encontrados nas posigdes 12895 (figura 12) ¢
12991 (figura 13), com localizago no 3° exon, nfo provocam alteragdo de amino4cido nem

mnser¢io ou remogio de sitio de enzimas de restrigio.
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Foram realizadas andlises quanio a predominincia dos polimorfismos em
pacientes ou em controles (tabela 12). Os polimorfismos 12347 e 12895 apresentaram
predomindncia nas amostras de pacientes com B-talassemia (p<0,05). Uma andlise levando
em consideracio a predominincia em conjunto dos polimorfismos foi realizada também
(tabela 13). Os dados indicam que a presenca dos polimorfismos 12347 / 12391 / 12895 em
conjunto e dos polimorfismos 12347 / 12895 em conjunto podem estar relacionados com
B-talassemia (p<0,05), enquanto a presenca dos polimorfismos 12347 / 12391 em conjunto

mostram amostra nfo estar relacionados com B-talassemia (p=0,5).

Relacionando a presenca de SNPs com o genédtipo para B-talassemia e os niveis
de AHSP sugerem que os polimorfismos possivelmente ndo estfio relacionados com melhor
evolugio clinica em P-talassemia (tabela 14) ( SNPs 12347 p = 0,6; SNPs 12361 p = 1;
SNPs 12895 p=1).

Tabela 11 -~ Relacio de polimorfismos e mutacdes encontradas nos individuos
analisados neste estudo. A localizacfio indica ¢ local no gene onde ocorre o polimorfismo

ou mutacdo ¢ as observagles referem-se & descricfio da troca de nucleotideo envolvido.

Alteracio Localizacio Observacgiio
12347 1° intron -
£2391 1° intron -
12895 2° exon Troca T por G — nfio provoca alteracles de aminoécido
12991 2% exon Troca T por C — nfo provoca alteragBes de aminoéeido

Tabela 12 - Porcentagens de SNPs detectades na andlise do DNA de pacientes
homozigotos para [-talassemia e em controles. Os polimorfismos 12347 e 12895 parecem

estar relacionados com -talassernia (p< 0,03).

SNPs 12347he 12347ho 12391 he 12391 ko 12895 ke 12895 ho 123%1he 122%1 ko

Pacientes 33% 30,5% 2.7% - 41,6% - 1% .
Controles 15,6% 15,6% 18,75% - 18,75% - 1% -
Totak 48.6% 46,1% 21,45% - 60,35% 2% 2% -
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Tabela 13 — Andlise da presenca de polimorfismos em conjunto — Os dados indicam que
presenga dos 3 SNPs em conjunto e dos SNPs 12347 /12895, podem estar relacionados com
B-talassemia (p<0,05).

Amostras 12347/12391/12985  12347/12391 12347/12895  12391/12895 Sem SNPs
B-talassemia 30% 2,7% 11% 8.3% 16%
Controles 21,85% 6,25 3% 3% 43,75%

Tabela 14 - Anilise comparativa de dados de expressio do gene AHSP, genétipo para
B-talassemia e SNPs - Os dados indicam que nfio existe relagdo entre os SNPs no gene
AHSP com seus niveis de expressio e, também nfio existe relagfio entre os SNPs e evolugio

clinica ou genétipo para B-talassemia.

Pacientes Fendtipo Gendtipe Expressio do SNPs
gene AHSP
1 B-talassemia Maior CD39/1VS1-116 13.8 12347/ 12391
2 B- talassemia Maior IVS1-110/IVS1-6 9.68 -
3 {3- talassemia Maior CD39/CD39 11,67 12391 /12895
4 f3- talassemia Maior CD39/1IVS1-$ 5.45 12347/ 12895
5 B- talassemia Maior IVBI-1/1VS1-5 18,45 12347
& B- talassemia Maior CD39/TVS81-110 11,04 12347
7 B- talassemia Maior CD35/1V81-6 2,65 12391 /12985
3 {-talassemia Intermediaria CD39/CD39 29,65 12347/12391/12895
g B- tzlassemia Intermediaria CD3%/1VSi-6 31,18 12347/ 12391/ 12895
io B- talassemia Intermediaria CD3%/1VSi-6 24,53 12347
11 (- talassemia Intermediaria CD39/Cb39 24,86 12347/ 12895
12 B- talassemia Intermediaria CD35/1VSI-110 14,79 12347
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Figura 10 — Eletroferograma de seqiiéncias — Polimorfismo regido 12347 — As amostras
gue foram submetidas a seqlienciamento de fita sense ¢ antisense em
equipamento 377 ABI da Applied Biosystems. As seqiiéncias fornecidas pelo
eletroferograma, analisadas no software Chromas, foram comparadas com as
depositadas no GeneBank. (A) refere-se ao polimorfismo em heterozigose,
(B) refere-se ao polimorfismo em homozigose e (C) refere-se a segliéncia

normal. A seqiiéncia demonstrada refere-se 3 fita sense.
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Figura 11 — Eletroferograma de segiiéncias — Polimorfismo regido 12391 — As amostras

que foram submetidas a seqiienciamento de fita sense e anmtisense em
equipamento 377 ABI da Applied Biosystems. As seqiiéncias fornecidas pelo
eletroferograma, analisadas no software Chromas, foram comparadas com as
depositadas no GeneBank. (A) refere-se 3 seqiiéncia normal e (B) refere-se ao
polimorfismo em heterozigose. A seqiiéncia demonstrada refere-se a fita

S€nse.
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Figura 12 — Eletroferograma de seqiiéncias — Polimorfismo regido 12895 — As amostras
que foram submetidas a seqgiienciamento de fita sense e antisense em
equipamento 377 ABI da Applied Biosystems. As seqiiéncias fornecidas pelo
eletroferograma, analisadas no software Chromas, foram comparadas com as
depositadas no GeneBank. (A) refere-se a ao polimorfismo em heterozigose,

{B) refere-se ac polimorfismo em homorozigose ¢ (C) refere-se 4 seqiiéncia

normal. A seqiiéncia demonstrada refere-se a fita sense.

Resultados

97




A B

50 50
G 4G G A G G G GC T G 46 G N G 6 6 GC T
|
Figura 13 — Eletroferograma de seqiiéncias — Polimorfismo regifio 12991 — As amostras

que foram submetidas a seqiienciamento de fita sense e antisense em
equipamento 377 ABI da Applied Biosystems. As seqiiéncias fornecidas pelo
eletroferograma, analisadas no software Chromas, foram comparadas com as
depositadas no GeneBank. (A) refere-se & seqiiéncia normal e (B) refere-se ao
polimorfismo em heterozigose. A seqiiéncia demonstrada refere-se 2 fita

antisense.
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Foi detectada uma mutagfo na regifio 12888 (figura 14), no 3° exon, que
promove a modificagio de uma Adenina para uma Timina, levando & substituiciio do
aminoacido na posi¢do 75 da cadeia polipeptidica de uma Asparagina por uma Isoleucina.
Alteragdes de outro tipo, como modificagbes de sitio de restricio e modificacio de sitio de

splice ndio acontecem com a mudanca do aminodcido.

Esta mutacdo foi detectada em uma amostra de paciente com B-talassemia
intermediaria atipica, por ter apenas um alelo com mutagio no gene da B-globina. Dados
bematologicos dos pais (tabela 15) demonstraram que a mée apresenta caracteristicas
compativeis com as observadas em pacientes com trago B-talassémico (individuos
heterozigotos para B-talassemia) € o pai demonstra dados hematoldgicos e de analise de

DNA normais para o gene 3-giobina.

Uma anélise preliminar da conformagio da estrutura secunddria de 4HSP pela

ferramenta “Prof — Cascade Multiple Classifiers for Terciary Structure Prediction”

disponivel na internet (www.expasv.org) sugere, em compara¢io com a segiiéncia de
aminoacidos consensu, que a proteina pode ter sua conformacéio alterada em virtude da
substituicdo do aminoécido na mutaciio 12888 (tabela 16). Vale ressaltar que este tipo de

simutalcdo apresent 60% de confiabilidade.

Tabela 15 — Informacdes genéticas ¢ hematologicas do paciente com mutacio 12888 no
gene AHSP — Os dados hematologicos indicam que o paciente e a mie possuem trago
talassémicos. Os mesmos dados indicam que o pai € normal para B-talassemia. Os dados da

analise do gene 3-globina acompanham os dados hematolégicos. (*) menor que 2%.

Hb(gdL) Hi(%) VCM (L) HCMpg) HbA, (%) HbF (%) B-giobina

Paciente 7.9 274 67 19,3 40 52 CD39/N
Bde 10,8 34,5 63,0 18,7 5,7 0.7 CD39/N
Pai i4,5 43,8 396 29,7 2 * NN
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Figura 14 — Eletroferograma de seqiiéncias - mutaciio regiio 12888 — As amostras que

foram submetidas a sequenciamento de fita sense e antisense em equipamento

377 ABl da Applied Biosystems. As seqgiiéncia forecidas pelo

eletroferograma, analisadas no software Chromas, foram comparadas com as

depositadas no GeneBank. (A) refere-se a segiiéncia com a mutacfio e

{B) refere-se a seqiiéncia normal.
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Tabela 16 — Analise preliminar da estrutura secunddria de AHSP com ¢ sem mutacio
no sitio 12888 — Dados gerados a partir da ferramenta “Prof - Cascade Multiple Classifiers
Jor Secondary Structure Prediction”. Em destaque mais claro estd representado o
aminoacido alterado pela mutac@o na base 12888 e, em destague mais escuro estio os
aminoacidos que parecem ser afetados pela mutagfio na posicio 12888. (H) alfa hélice, (E)
fita beta, e (C) Coil.

AHSP - Proteina Consensu AHSP - Proteina Mutacio sitio 12888

M H 0635 DC 715 R H 0974 M H 0637 D C 0716 R H 0569
A H 0.806 M C 0502 Q H 098 A H 0807 M C 0502 Q H 00964
L. H 0.860 V E 043 EH 090 L H 038! V E 0435 E H 0963
L H 0826 T E 0558 . H 0826 T E 03553
K H 6793 V E 0543 NH 0829 K H 0793 V E 0539 I H 0925
A H 0614 V H .69 A H 0615 V H 0.699 JEEEIEEEFENE
N C 0.694 E H 0697 N C 0693 E H 0702
K H 0775 D H 0576 K H 0777 D H 0580
D H 0.868 W H 0.758 D H 089% W H 0.76] EEE
L H 0897 M H 0819 : L B 0897 M H 03822 I
1 H 0917 N H 0838 F H 03876 I H 0917 N H 0837 F H 0.879
S H 0.898 FH 086 L H 09528 S H 088 F H 0838 L H 00933
A H 0774 Y H 0846 A H 0948 A H 0774 Y H 03848 A H 0.955
G H 0570 I'H 088 K H 0961 G H 0571 @I H 0885 K H 0963
L H 03811 N H 06831 Y H 098 L H 0812 N H 0832 Y H 0.569
K H 0336 Y H 0924 R H 6970 K H 0887 Y H 0924 R H 0971
E H 0911 Y H 0917 D H 097 E H 0512 Y H 0918 D H 0967
¥F H 0923 R H 0852 F H 0955 FH 0924 R H 0853 F H 0095
8§ H 0913 Q H 0678 L H 0.040 S H 0914 Q H 058 L H 0540
Vo H 0.900 Q C 0512 KH 091 V H 091 Q C 90512 X H 04.302
L H (.84 ¥V C 0679 8§ H 0746 I H 0843 V C 0680 8 H 0.746
L H 0699 TC 06875 HC 0554 L H 0762 T C 0876 H C 0554
N C 0.526 G C 6812 EC 0674 N C 03524 G C 6513 E C 0.674
G C 049 EC 0811 L C 0710 Q C 0494 E C 0911 L C 0.709
Q H 0478 P C 0632 P C 0715 O H 0481 P C 0633 P C 0714
Vv C 0.552 g H 0617 S C 0633 V C 0351 Q H 0618 S C 0631
F C 0.765 EH 079 H C 0628 FC 076 E H 0701 H C 0627
N C 0904 R H 0895 P C 03576 N C 08504 R H 086 P C 0575
D C 0911 D H 0541 P C 0547 D C 0911 D H 091 P C 0547
P C 0873 K H 0958 P C 04600 P C 0876 K H 0958 P C 0600
L C 0812 A H 0562 S C 0.201 L C 03812 A H 293 S C 03802
YV C  0.807 L H 0%7 S C 0954 YV C 0808 L H 098 & C 09355
S C (.804 QO H 0963 END S C 0805 Q@ H 0969 END
E C 0795 E H 0970 EC 079 E H 0699

L. H 0970 EC 0793 L H (967
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B-talassemia é uma doenca hereditdria promovida pela mutagfio no gene da
globina B resultando na auséncia de cadeias-f (B°-talassemia), ou apenas na reducfio da
sintese de cadeias-B (B’-talassemia). As manifestagbes clinicas relacionadas com a
B-talassemia sfo heterogéneas e caracterizadas primeiramente pelo desbalango na sintese de
cadeias globinicas (Collins, 1984).

A reduzida ou ausente sintese de cadeias-f com a sintese normal de cadeias-o
resulta no acumulo das cadeias com sintese normal. As cadeias-a livres s8o extremamente
instaveis e precipitam nos precursores eritroides, formando corpos de inclusdo. Estes sdo
responsaveis por eritropoese ineficaz que caracteriza todas as [B-talassemias. Enquanto o
estado de anemia ocorre por conseqiiéncia da eritropoese ndo efetiva, existe também um
pequeno componente hemolitico que € descrito como o principal destruidor de bemécias

contendo corpos de inclusio na circulaciio (Weathedrall, 2001).

Tradicionalmente, o geno6tipo para B-talassemia pode ser classificado em dois
grupos:

e heterozigotos ou trago talassémico (B°B € ou B'B), também denominado de

B-talassemia Menor, onde o paciente apresenta leve anemia microcitica

hipocrémica, muitas vezes assintomatica. e,

e homozigoto (B°B% B'B*, B'BY. que pode ser classificado em
B-talassemia Maior, onde o paciente apresenta uma anemia hemolitica grave
e necessita de transfusBes regulares, ou B-talassemia intermedidria, situacfio

onde a transfusfo freqiiente nfio € necessaria.

Existem fatores conhecidos que podem modular cadeias-o livres, como 2 co-
heranga de a-talassemia ou Persisténcia Hereditéria de Hemoglobina Fetal (PHHF). Mas na
auséncia destes fatores € de grande interesse da medicina determinar quais seriam os fatores
que contribuiriam para a apresentagfo dos fenétipos do tipo Intermedidrio em pacientes

B-talassémicos homozigotos. (Gill et all, 1980).
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E conhecido que o fator principal na fisiopatologia de B-talassemia ¢ o grau, em
quantidade, de cadeias-a. livres, que precipitam e lesam as células eritréides. AlteragBes que
reduzem a quantidade de cadeias-o. livres, reduzindo comseqiientemente seus efeitos
deletérios nos precursores eritréides, poderiam entfio atuar como modulador no fendtipo de
fB-talassemia (Thein, 1998).

Recentemente foi descrita por Kihm et al (2001) a proteina 4HSP
(dipha-Haemoglobin Stabilizing Protein), uma proteina do tipo “chaperone” (proteinas
com capacidade de se ligarem a outras protefnas), evitando degradacfo ou precipitagio. No
caso de AHSP, esta proteina tem capacidade de formar complexos estaveis quando ligada a
a-globinas. Gell et al (2002) confirmaram sua  especificidade por a-globinas em

camundongos.

Este fato poderia ser derivado de um efeito bloqueador da oxidaciio e
precipitaciio de cadeias a-globina livres, 0 que promoveria um mecanismo compensatério
através do qual nos precursores de eritrcitos, os efeitos deletérios da precipitacio de

a-globinas seriam reduzidos durante a eritropoese normal.

Para analisar o comportamento do gene AHSP na diferenciagio eritrdide
humana normal, foram realizados experimentos de quantificacio de mRNA em amostras de
células de cultura de diferenciacfio eritroide em duas fases, onde a primeira fase induz a
proliferagio de precursores hematopoeticos e a segunda fase, apds a adicfio de

eritropoeting, leva a estimulacgio da eritropoese.

Nossos resultados mostraram que a expressio do gene AHSP durante a
diferenciagio eritrdide em humanos aumenta durante a diferenciacfio celular, com pico de
expressdo em estagios celulares com alta produgfio de cadeias globinicas. A redugfio nos
niveis de expresséo ocorre quando a célula comeca a perder sua fungfo nuclear e a sintese
de hemoglobina ¢ reduzida. Observamos também que a expressio do gene o-globina nesta

células tem comportamento similar & expressio do gene 4AHSP.
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Estes dados, em conjunto, sugerem que AHSP pode apresentar fungZo
importante na eritropoese normal pela estabilizacio de cadeias-o. Os dados da raziio da
expressio génica AHSP/a-globina mostram que provavelmente esta razdo ¢ bastante

conservada durante todos os estagios da eritropoese.

Adicionalmente & determinacfio desta razdio na expressdo génica durante todos
os estigios de diferenciacdo eritrdide pode ser uma possivel ferramenta no estudo de
possiveis anormalidades na expressdo destes gene em hemogiobinopatias, como por

exemplo nas P-talassemias.

Com o objetivo de investigar essa possivel atuago do gene AHSP nas
B-talassemias foram realizados estudos de expressio do gene AHSP em reticulocitos

circulantes de pacientes com B-talassemia maior e intermediéria e em individuos controles.

Os resultados obtidos da quantificacfo da expressio do gene AHSP mostraram
niveis altos da expressio do gene, estatisticamente significantes, em pacientes com
B-talassemia intermedidria quando comparados com os dados de quantificagdo em
pacientes com P-talassemia maior e controles, uma vez que os dados que quantifica¢io da
expressdo do gene a-globina nfio apresentaram diferencas significativas entre os grupos,
sugerindo um nivel de produc8o de cadeias-u similar entre os individuos estudados . Estes
dados poderiam sugerir que a expressdo do gene AHSP estaria correlacionada com a

melhor evolucsio clinica de pacientes com B-talassemia.

No entanto, analisando a razfio da expressdio génica AHSP/o-globina, os dados
nfio apresentam diferencas suficientes para acreditarmos que AHSP estaria envolvida na

melhora clinica de pacientes com [-talassemia.

Os resultados mostram diferencas estatisticamente significativas na refacfo
AHSP/a-globina em pacientes com (-talassemia intermediaria (p<0,05). No entanto
quando comparando com os outros grupos estudados a razio ¢ similar ac evento observado

nos resultados obtidos da cultura de duas feses, onde as células mais diferenciadas
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apresentam redugio nesta relacfio. Deste modo, o aumento observado pode ser devido ao

maior niimero de eritroblastos nos pacientes com B-talassemia intermediaria.

Além de estudos de expressio do gene 4HSP, também foram investigadas a
presenca de mutagdes e polimorfismos no gene AHSP. Foram analisadas 68 amostras e
detectados 4 polimorfismos situados nas regides 12347 (A ~ G) e 12391 (A — G),
localizadas no 1° intron e 12895 (T - G) e 12991 (T — C), localizadas no 3° exon. Os SNPs
12347 e 12895 mostraram relagdo com a presenca de [B-talassemia, bem como a presenca
em conjunto dos SNPs 12347 /12391 /12895 e 12347/12895.

Mesmo apresentando associag3o com a clinica de P-talassemia a anélise de
dados ndo mostrou correlagio destes polimorfismos com os niveis de expressio do gene
AHSP, evolugho clinica e gendtipo para B-talassemia. Estes polimorfismos podem ndo ser
determinantes na expressio do gene 4HSP nem na gravidade da clinica de B-talassemia,
mas estudos futuros em um numero maior de amostras e utilizacéic de hapldtipos poderia

levar & uma melhor compreensio do fendmeno.

A partir das andlises de DNA foi detectada uma mutagfio na base 12888 que
modifica o amincdcido de nimero 75 (Asparagina por Isoleucina) e, de acordo com a
analise preditica da estrutura terciaria da proteina, pode alterar a conformagio da proteina,
¢ que pode refletir em instabilidade protéica ou inativagio dos sitios de ligagio com

cadeias-o.

Esta hipotese € suportada pelo fato do paciente portador da mutacio ser
heterozigoto para P-talassemia, apresentando uma clinica intermediria atipica. Dados
hematoldgicos ¢ de DNA demonstram que o alelo para B-talassemia foi doado pela mie,
enquanto que o pai, normal para o gene da B-globina, foi o doador da mutaciio 12888. A
interagio do quadro talassémico com a mutaglio em heterozigose no gene 4HSP podem ser

os responsdveis pelo quadro atipico da paciente.

Possivelmente o que estaria acontecendo nos eritrécitos do paciente em guestiio
seria uma desestabilizacio da estrutura protéica de AHSP, levando a diminuicdo de

formagdo de interagbes AHSP/o-globina. As cadeias-¢, como sugerido pelos ensaios em
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cultura de células, necessitam da presenga de 4AHSP para permanecerem estdveis até sua

ligagfio com cadeias-B

Nossa hipotese perante a detecgfio desta mutacdo € de que como as cadeias-a
ndo estdo sendo estabilizadas por AHSP a quantidade de hemoglobina produzida diminui e
a quantidade de deposicdo de cadeia-ciaumenta, 0 que ocasionaria um quadro de anemia
mais intensa do que a diagnosticada em tracos talassémicos, caracteristica de quadro

talassémico intermediario.

Acreditamos que os dados apresentados nesta tese sdo importantes por
colaborarem na possivel compreensio da estabilizacdo de o-giobinas para a formacdo
normal de hemoglobinas ¢ propde dados base para a formulagio de outros estudos para

certificac@o da importancia de AHSP na fisiopatologia da B-talassemia.
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As conclustes que chegamos com este trabalho foram que:

1. AHSP ests sendo expressa durante a diferenciagfio celular, possivelmente
promovendo a estabilidade de cadeias-o para formagfio de hemoglobina,
uma vez que em estagios celulares com alta sintese de o-globinas a
expressdo de AHSP também estd aumentada e, quando a expressdo de o-

globinas € reduzida, reduzida também encontra-se a expressdo de AHSP;

2. A expressio do gene AHSP em pacientes com B-talassemia maior e
intermediaria ndo parecem indicar que esta proteina possa ser um fator
modulador de gravidade na doenga, uma vez que a comparagio da razfio
entre a-globina ¢ AHSP entre talassemia intermediaria e talassemia maior
mostraram 0s mesmos niveis encontrados na analise da razdo o-globina /
AHSP comparando células mais jovens (eritroblastos policormatéfilos) com
células mais maduras (eritroblastos ortocromaticos), levando a hipdtese que
a diferenca de expressdo entre estes pacientes possa ocorrer pelo mimero
aumentade de eritroblastos imaturos que pacientes com talassemia
intermediaria apresentam em funcio da expansfio da medula Ossea e, em

alguns casos, auséncia de baco;

3. AHSP apresenta SNPs que podem estar relacionados com a clinica de
B-talassemias no grupo de pacientes analisados neste trabalho;

4. AlteracSes na estrutura protéica de AHSP sugerem que esta pode funcionar
como um modulador de gravidade em B-talassemia, como demonstrado pela

mutacio 12888, a primeira mutacfio descrita no gene AHSP.
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I

— TERMO DE CONSENTIMENTO LIVREE
uﬂic;m ESCLARECIDO

Projeto ; “Estudo da expressiio do gene Ahsp ( Alpha Haemoglobin Stabilizing Protein) na diferenciacio
eritroide em cultura e em pacientes com Ftalassemnia”

OBJETIVOS DO TRABALHO: Estudar o efeito do gene AHSP (Proteina estabilizadora de hemoglobina
alfa), nos aspectos clinicos de pacientes com beta-talassemia;

JUSTIFICATIVA: Recentemente foi descoberto um gene novo, o AHSP , que parece poder modificar os
sintomas da talassemia beta. Se isso for verdade, algumas pessoas, dependendo de alteracdes nesse gene,
poderiam ter sintomas piores que as outras. Nesse projeto, nés pretendemos investigar se isso € verdade. Para
isso, como vocé tem talassemia beta, estamos pedindo sua colaboraciio. Caso vocé nfio queira participar, ndo
ter4 qualquer problema. Em nada sers alterado o sen tratamento no Hemocentro e no Hospital das Clinicas da
UNICAMP. Caso vocé concorde em participar, leia atentamente o que estd escrito abaixo e assine duas vias
desse termo. Uma das vias serd entregue a vocé.

Estou ciente de que para participar do estudo que me foi explicade, serd coletado de 10 220 mi sangue
periférico (mais ou menos 10 colheres de sopa). Os riscos associados a esse procedimento so minimos,
podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto serd minimo,
pois s¢ trata de wma coleta de sangue geralmente da veia do brago que serd realizado por profissional treinado
¢ devidamente habilitado para realizar esse procedimento. Estou ciente que meus dados serfo mantidos em
sigilo pelo pesquisador. Se alguma alteracfio for encontrada no meu material genético , os pesquisadores irfe
me explicar o que foi encontrado e o gue isso significa. O meu material serd guardado no laboratério e se
alguma outra pesquisa sobre beta talassemia puder ser feita com esse material, primeiramente o estudo devera
ser aprovado pelo Comité de Etica e pela Comissio Nacional de Etica. Se tiver qualquer divida sobre o
estudo poderei procurar a aluna de Mestrado Camila Oresco dos Santos (F: 3788-8611), pesquisadora
responsavel pelo estudo ou Prof. Dr. Fernando Ferreira Costa (F: 37888734), médico responsivel pelo
estudo, ambos do Hemocentro — UNICAMP. Se tiver reclamaces sobre qualquer procedimento do estudo
poderei procurar a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da FCM, UNICAMP, F: 37888936. Eu
ti/ouvi o contetdo deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas davidas oralmente.
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&@ TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
Y
3 ESCLARECIDO

Projeto : “Estudo da expressio do gene Ahsp ( Alpha Haemoglobin Stabilizing Protein) na diferenciagio
eritréide em cultura e em pacientes com Ftalassemia™

OBJETIVOS DO TRABALHO: Estudar o efeito do gene AHSP (Proteina estabilizadora de hemoglobina
alfa), nos aspectos clinicos de pacientes com beta-talassemia;

JUSTIFICATIVA: Recentemente foi descoberto um gene novo, o AHSP , que parece poder modificar os
sintomas da talassemia beta. Se isso for verdade, algumas pessoas, dependendo de alteragbes nesse gene,
poderiam ter sintomas piores que as outras. Nesse projeto, nés pretendemos investigar se isso € verdade. Para
isso, como vocé que nic tem talassemia beta, estamos pedindo sua colaboragdio para participagio como
conirole nesta pesquisa. Caso vocg ndo queira participar, n2o terd qualquer problema. Em nada seré alterado o
seu tratamento no Hemocentro e no Hospital das Clinicas da UNICAMP. Caso vocé concorde em participar,
leia atentamente o que estd escrito abaixo e assine duas vias desse termo. Uma das vias seré enfregue a vocé.

Estou ciente de que para participar do estudo que me foi explicado, sera coletado de 10 a 20 ml sangue
periférico (mais ou menos 10 colheres de sopa). Os riscos associados a esse procedimento sfio minimos,
podendo ocorrer dor e manchas roxas (equimoses) no local da coleta do sangue. O desconforto serd minimo,
pois se trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do brago que sera realizado por profissional treinado
e devidamente habilitado para realizar esse procedimento. Estou ciente que meus dados serdo mantidos em
sigilo pelo pesquisador. Se alguma alteragiio for enconirada no meun material genético , os pesquisadores iréo
me explicar o que foi encontrado e o que isso significa. O meu material sera guardado no laboratdrio e se
alguma outra pesquisa puder ser feita com esse material, primeiramente o estudo devera ser aprovado pelo
Comité de Etica e pela Comissiio Nacional de Etica. Se tiver qualquer dtvida sobre o estudo poderei procurar
a aluna de Mestrado Camila Oresco dos Santos (F: 3788-8611), pesquisadora responsavel pelo estudo ou
Prof. Dr. Fernando Ferreira Costa (F: 37888734), médico responsiavel pelo estudo, ambos do Hemocentro
~ UNICAMP. Se tiver reclamacbes sobre qualquer procedimento do estudo poderei procurar a secretaria do
Comité de Etica em Pesquisa da FCM, UNICAMP, F: 37888936. Eu li/ouvi o contelido deste termo e
recebi esclarecimentos sobre as minhas dlvidas oralmente,

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador legal
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Polimorfismos e Mutacio

N° Gendtipo Fendétipo
1 CD39/CH39 B-T Intermediari
3 CD39/N B-T Maior
2 | IVSI-110/IVS1-6 [B-T Intermediari
3 CD39/1VE1-6  [B-T Intermediari
4 CP39/CDh39 B-T Intermediari
5 CD39/CD39 B-T Maior
6 | ITVSI-110/IVS1-6 B-T Maior
7 IVS1-110/+20  |B-T Intermediari
8 IVS1-1/1VSi-6 B-T Maior
9 CD38/1VSs1-1 B-T Maior
i0 CD39%/AVSi-6 B-T Maior
i1 CD39/1VSi-6 B-T Maior
12 | IVS1-1101VSL-6 B-T Maior
13 ] IVSI-110/1VSl-6 B-T Maior
14 IVS1-6/-87 B-T Intermediari
i5 CD38/CD3% B-T Maior
161 CD36/IVSI-110 B-T Maior
17 CD39/-110 B-T Maior
13 CD3%/AVEI-6  1B-T Intermediari
191 IVSI-6/VSI-6 B-TIntermediari
208 IVSI-6AVSI-6 B-T Maior
21| del. 4 bscd 41/42 B-T Maior
221 CD3%/4VS1-110 B-T Maior
23 CD39/CD39 B-T Maior
24 CD39/IVS1-6  [B-T Intermedian
25 IVEI-1I0AVSI-IIY  B-T Mator
261 CD30/IVSI-110 B-T Maior
27 CD3%/CD39 B-T Maior
281 CD394VSI-1i0 B-T Maior
291 CD3%/AVSi-111 B-T Malor
30 CD39/CD39 B-T Maior
31 CD3%/CD39 B-T Maior
32 CD39/1VS]-1 B-T Maior
331 CD394VSi-110 B-T Maior
34 CD39/CID39 B-T Maior
35 Ch39/1VSi-6 B-T Maior
36 HVSI-110AVSI-110]  B-T Malor

Legenda
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Polimorfismos

N" | Classificacio Clinica 12347 12391] 12895 12888 12991

i Doador

2 Doador

3 Anemia Falciforme
4 Doador

5 Doador

6 Doador

7 | Esferocitose Herditaria
8 Doador

9 Anemia Falciforme
10 Anemia Falciforme
i1 Doador

12 Doador

13 Doador

14 Doador

15 Doador

16 Doador

17 Doador

18 Doador

5 Doador

26 Doador

23 Doador

22 Doador

23 Doador

24 Doador

25 Doador

26 Doador

27 | Esferocitose Hereditéaria

28 | Esferocitose Hereditdria

29 | Esferocitose Hereditiria

36 | Esferocitose Hereditdria

31 | Esferocitose Hereditaria

32 | Esferocitose Heredifaria

Legenda
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Expression of o-hemoglobin
stabilizing protein gene during human erythropoiesis

Camila Oresco dos Santos, Adriana S. S. Duarte,
Sara Teresinha Olalla Saad, and Fernando Ferreira Costa

State University af Campinas— Center of Hemaotherapy and Hematology, Campinas, S&o Paulo, Brazit
(Received 11 September 2003; revised 14 October 2003; aceepted 5 November 2003}

a-Hemogiobin stabilizing protein (AHSP) is an abundant, ervthroid-specific protein that forms
a stable complex with free a-hemoglobin but not with B-hemoglobin or hemoglobin A. As such,
AHSP is required for normal erythropoiesis, probably acting by blocking the deleterious
effects of free a-hemoglobin precipitation. In order te study the ievels of expression of the
AHSP gene during the different phases of ervthropoiesis, we carried out a two-phase liquid
cultnre of ervthroid cells and real-time guantitative polymerase chain reaction. Bloed from
control volunteers was cultured with erythropoietin to stimutate differentiation. The different
stages of ervthropoiesis were confirmed by morphologic and flow cytometric analysis, The
resulis showed a progressive increase in AHSP gene expression following the expression of «-
globin gene, during maturation of the red blood cell precursors, confirming the probabie
important function of this protein during normal erythropoiesis. © 2004 International Seciety

for Experimental Hematology. Published by Elsevier Inc.

Miele et al. [1] described the expression of a mouse gene
(named erythroid differentiation-related factor [EDRFY) in
hematopoietic cells. Kihm et al. {2] reported that this gene
produces a protein that serves as a molecular chaperone for
free ¢-globin, providing a potential compensatory mecha-
nism through erythroid precursors to neutralize the deleteri-
ous effects of o-globin precipitation in mouse. This protein
was named o-hemoglobin stabilizing protein (AHSP).

AHSP specifically binds to the o-chains of hemoglobin
but not to the f-chain or 1o tetrameric hemoglobin. Consis-
tent with a role for AHSP in regulating coordinated globin
expression, gene targeting studies in mice showed that abla-
tion of AHSP function leads to erythrocyte abnormalities
that also are observed in B-thalassemia [3].

When present in excess over B-globin, its normal binding
partner, ¢-globin can have severe cytotoxic effects that are the
major deleterions effects contributing to the pathophysiclogy
of B-thalassemia. Conversely, studies in mice [3] have shown
that AHSP may act as a chaperone to prevent the harmfiul
aggregation of o-globin during normal erythroid cell de-
velopment and in diseases of giobin-chain imbalance. How-
ever, the expression of AHSP gene in humans during
erythropoiesis is wnknown.

Offprint requests to: Fernando F. Costa, MUD., PRI, Hemocenuo-UNI-
CAME State University of Campinas, R. Carlos Chagas, no. 480, CEF:
13083-976. Campinas, 350 Paulo, Brazil; E-mail: ferreira@unicamp.br

In the present study, using two-phase liguid culture of ery-
throid cells we demonstrate a coordinate expression of AHSP
and ¢-globin mRNA during erythroid differentiation.

Materials and methods

Two-phase liguid culture of erythroid cells

Blood from normal volunieers was cultured using a two-phase
liguid calture procedure, as described in the following {4,5]. Mono-
riuclear cells were isolated frorn peripheral blood samples by cen-
trifugation on a gradient of Ficoll-Hypaque and cultured for 7 days
{phase T) in IMDM medium {Gibco) supplemented with 20% fetal
calf serum (Gibeo), 1 pg/ml cyclosporin A (Sandoz), and 10%
conditioned medium collected from bladder carcinoma 5637 cul-
tures. Cells were incubated at 37°C in an atmosphere of 5% CO,
and 92% humidity. Afier 7 days, nonadherent cells were recul-
tured in phase II mediom, IMDM supplemented with 30% fetal
calf serum (Gibee), 1% detonized bovine serum albumin {BSA;
Sigrma), 1075 M 2-mercaptoethanol (Sigma), 1.5 nmo¥/L glutamine
{(Gibeo), 1 U/mlL iron saturated transferrin (Sigma), 107° M dexa-
methasone, 5 ng/ml. human stem cell factor (SCF; Calbiochem),
1 U/ml humas recombinant erythropoietin (Epo; Cilag), 2.5 ug/
mi Fungizone {Gibeo}, 50 pg/ml streptomycin (Gibeo}, and 25
pg/mL glutamycin (Gibeo). Cell samples were collected from phase
Menltures at 0, 4, 5, 7, 8, 10, 11, and 13 days to evaluate the cell
numbers and viability by trypan biue exchision for future total RNA
extracton and for flow cvtometric and morphologic agalyses. For
morphologic cell analyses, cytospin slides were prepared wet,

0301-472X/M04 $—see front matier. Copyright © 2004 Interpational Society for Experimental Hematology. Published by Elsevier Inc.

doiz 10.1016/j exphem 2003.1§ 062
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stained with Leishman, and examined with an Eclipse E-600 micro-
scopic (Nikon) using the software Image Pro-Express 4.0 (Media
Cybernetic, LP) to morphologically analyze the cell differentiation
stage. Expression of cell surface markers using fow cviometry
was evaluated by dual staining with fluorescein isothiccyanate
(FITC)-conjugated anti-transferrin receptor and phyceerythrin
(PE)-conjugated anti-gltycophorin A (Dake, Glostrub, Denmark)
for 30 minutes at 4°C, in the dark. The cells were washed with
phosphate-buffered saline and suspended in 1% paraformaldehyde
prior to analysis. Data from 10,000 events were acquired for analy-
sis using Cell Quest Software (Becton-Dickinson). Nonspecific
staining was established from the corresponding isotype control and
subtracted from the corresponding percentage positive population,

RNA extraction and reverse transcription

Total RNA extraction was performed using Trizol reagent (In-
vitrogen), 2 monophasic solution of phenol and granidine isothio-
cyanate that improves cell Iysis and dissolves cell components.
Samples of 5 x 10° cells were pelleted and resuspended in 1 mL
of Trizol and incubated for 5 minutes at room temperature. Chilled
chloroform (0.5 ml) was added to the saspemsion, which was
incubated for 5 mimtes at room temperature and centrifuged at
13,500 rpm to achieve phase separation (organic phase from aque-
ous phase). The aqueous phase, containing the RNA, was trans-
ferred to a new Eppendorf tube, and RNA was recovered by
precipitation with isopropyl alcohol. The RNA integrities were
analyzed by electrophoreses in 1.2% denaturing agarose gel and
the RNA concentration was quantified using a GeneQuant UV
spectrophotometer (Pharmacia).

Five-microgram RNA samples were incubated with 1 1 DNasel
(Invitrogen) for 15 minmtes at room temperature, and EDTA was
added to 2 final concentration of 2 mM to stop the reaction. The
enzyme was subsequently inactivated for 10 minutes st 65°C.
The DNasel-treated RINA samples were reverse franscribed with
200 U SuperScript B (Invitrogen) for 50 minutes at 42°C. Two
ugits of RNase H (Invitrogen) were subsequently added, and the
samples were incubated at 37°C for 20 minutes. The ¢cDNA sam-
ples were guantified using a GeneQuant UV spectrophotometer
(Pharmacia).

Real-time polymerase chain reaction

Real-time polymerase chain reaction (PCR) using SYBR Green
dye is based on the direct detection of the PCR product, as moni-
tored by measuring the increase in fluorescence caused by the
binding of SYBR Green dye to double-siranded DNA. An increased
amount of PCR product will result in an increase in SYBR Green
I dye fluorescence, which is collected during the course of the
reaction. The resulting real-time anmalysis enables a more accu-
rate quantification of nucleic acids [6-10].

Quantification of AHSP gene expression and o-globin gene
expression by real-time PCR was performed with a 5700 Applied
Biosystems system. Amplification of AHSP was performed with
the Master Mix SYBR Green I reagent (Applied Biosystems}.
Quantification of B-actin expression was used as an internal control
for the amount and quality of cDNA.

To quantify gene expression, a mathematical model, using cali-
bration datz (2%, was nsed. For cell culture stadies, expression
measured at O {zero) hours was used for calibration datz. For
this mathematical model, determination of the crossing hreshold
{Ct) was necessary for each rranscript. Ct was defined as the point
at which the fluorescence rises appreciably above the background

fluorescence. The dissociation protocol was performed at the end of
each run to check for nonspecific amplification. Two replicas were
run on the plate for each sample, and each sample was run
twice, independently.

Synthetic oligonucieotide primers were designed using Primer-
Express software (Applied Biosystems) and synthesized by In-
vitrogen. The sequences of the primers are listed in Table 1.

Al samples were assayed in duplicate in a semi-skirted PCR
S6-well reaction plate (Screnson, BioScience Inc.) with eight-strip
PCR tube caps (SSI and performed in a 25-uL volume containing
20-ng cDNA, 12.5-uL SYBR Green Master Mix PCR (Applied
Biosystems), 1.7 uM AHSP primer, 1.2 UM B-actin, and 1.2 uM
o-globin primer. To confirm accaracy and reproducibility of real-
time PCR, intra-assay precision was calculated according to the
equation: ECVMP shere the PCR efficiency was calculated
[11,12]. The investigated transcripts showed high real-time PCR
efficiency rates: AHSP 96.5%; a-globin 94.5%; and B-actin 100%
in the investigation mnge of 500 ng to 2 ng cDNA input (n = 2)
with high linearity (Pearson correlation cocfficient r > 0.95).

Statistical analysis
The nonparametric Wilcoxon-Manp-Whitney test was used to eval-
uate gene expression [13].

Results

Two-phase liguid culture of ervthroid cells
The culture procedure used was separated into two phases.
In phase [, peripheral blood mononuclear cells were cultured
for I week in the presence of a combination of growth factors,
but without Epo. In phase I, following exposure to Epo,
the cells proliferated and matared within 2 weeks into or-
thochromatic cells.

Cytospin preparations of cells at various stages of phase
H are depicted in Figure 1A. Proerythroblasts begin to
be discernible on days 3 to 4 as large, round, smooth cells
that, following staining with Leishman, demonstrate deep
biune cytoplasm and a large central nucleus. As these cells
multiply they form clusters. During the intermediate
phases, cells gradually give way to an increasing proportion
of basophilic erythroblasts (days 5-7) and polychromatic
and orthochromatic cells {days 8-10). In late phase Il (days
11-14), erythroid cells continue to proliferate and mature
into orthochromatic cells.

Tabde 1. Primer sequences for performance of real-time guantiative PCR

Narne Primer sequence

a-globins-RI-F F-TGOTCCCCACAGACTCAGAGA ~%
¢t-globins-RT-R 5-COCGCCTTGA CGTTGOTICTIT -3
B-actin-RI-F S-TCACCGAGCGUGGCT -3

B-actin-RI-R S-TAATGTCACGCACCATTTCCC ~%
AHSP-RT-F FTCGATCCTCTCGTCTICTGAAGAAGAL ~37
AHSP-RT-R S-GCTGCCTGTAATACTTGATGTAGAAGTT 3

Apéndices



. Oresco dos Santos et al./Experimental Hematology 32 (2004) 157-162 159

The differentiation in phase 1l was quantitatively deter- during the culture, as reflected by the increase in the percent-
mined by flow cytometry using an FITC-conjugated age of transferrin receptor positive cells and percentage of
anti-transferrin receptor antibody and a PE-conjugated anti- glycophorin A-positive cells (0.03% and 0.11% on day 0,

glycophorin A antibody {Fig. 1B). Results demonstrated that respectively, increasing to 65.20% and 14.94% on day 14,
cell differentiation toward the erythroid lineage occurred respectively), as previously described 4,51

A

Day 0 Day3

2.11% 20359

ki
t

PRI SR PRI

BULOE PR
w' 12“ ¥

g

iy

Figazre 1. Two-phase liquid culture method used for culturing koman erythroid precursor celis. Mononuclear cells were isolated from human peripheral
biood and cultured for 7 days in phase I medium containing fetal calf serumn, cyclosporin A, and growth factors. Cells were then washed and cultured in
phase Il medium containing erythropoietin. {A) Celis taken from phase I cufture on days £, 4, 5,7, 8, 19, 11, and 13 (x1000) were stained with Leishman and
analyzed with an Eclipse E-600 microscopic (Nikon), using the software Image Pro-Express 4.0 (Media Cybernetic, LP} to determnine the cell stage by
morphology. In the initial phase (days 0-4), proerythroblast cells predominate. Imermediate phases (days $-7) demonstrate the presence of basophilic
erythroblasts; On days 8-10, the presence of polychromatic and crthochromatic ¢ells is observed. [n the late phase (days 11-14), orthochromatic cells
predominate. {B) Representative flow cytometric analyss of cells obtzined during phase II culrure. Cel differentiation was determined using FITC-conjugated
amti-transfersin receptor amibody (x-axis) and PE-conjugated anti-glycophorin A antibody (y-axis). The percentage of wansferrin-positive cells and giycophorin
A-positive cells demonstrates the cell differemtiation during phase II cultire for each sample,
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AHEP gene expression
{fold changa)

AHSP gene expression in Erythropoiesis

@ - - e e e

o mm

0.4 days

s peons

57 days
Call Differentiation {Dzays after Epo addition)

810 days 11-14 days

Figure 2. AHSF gene expression during erythroid differentiation in two-phase cell culture. The higher levels of expression {p < 0.05) were detected
predominantly in polychromatic and orthochromatic erytheoid cells {8-10 days after Epo addition}. The assay was performed in a 25-uL volurme containing
20-ng cDNA, 12.5-u1 SYBR Green Master Mix PCR (Applied Biosystems), and the following primer concentrations: 1.7 uM AHSP primer and 1.2 pM

B-actin primer.

Gene expression during erythroid
differentiation in two-phase cell culture
To quantify the levels of expression during erythropoiesis,
blood samples obtained from volunteers were submitted to
two-phase cell culture with Epo to stimulate cell differentia-
tion (n = 5). As described, morphologic and flow cytometric
stmdies (Fig. 1) were used to determine differentiation stages
using anti-transferrin receptor and anti-glycophorin A
antibodies.

The results indicated increasing expression of the
AHSP gene (Fig. 2} and of the o-globin gene (Fig. 3) during

Alpha-globin gent expression in Erythropoiosss

; - 'i_

O-4 days 57 dews 810 days 11-14 days
Lplt Cifarentistion {Deys ater Bpo addition)

8

Alpha-globin gans axprassior
floid change)

oty

Fignre 3. o-Globin gene expression during ervthroid differentiation in
two-phase cell culture, The higher levels of expression (p = 0.05) were
detected predominantly in polychromatic and orthochromatic erythroid cells
(8-10 days after Epo addition). The assay was performed in a 25-p volume
containing 20-ng ¢DNA, 12.5-ul. SYBR Green Master Mix PCR (Applied
Biosysterns), and the following primer concentrations: 1.2 pM -globin
primer and 1.2 pM Baciin primer.

cell maturation (7 < 0.05). The highest expression was ob-
served during the polychromatic and orthochromatic stages
(8-10 days after Epo addition}, followed by a decrease in
expression in more mature cells (1114 days after Epo
addition).

The AHSP/o-globin tatio was calculated to confirm
whether there is a correlation between AHSP gene expression
and a-globin gene expression (Fig. 4). The results indicated
that expression of the AHSP gene is related to the level of
expression of o-globins and that the ratio of AHSP/o-globin
gene expression is similar during erythroid development,
with a slight, but not significant, decrease during the later
stages of differentiation (p = 0.3).

Discussion and Conclusion
Lower levels of B-globin production in B-thalassemia with
normal synthesis of o-globin result in an imbalance in globin
chain synthesis. Free o-globin chains are highty unstable
and readily precipitate, damaging membrane structures and
triggering the apoptotic cell death of erythroid precursors.
The effect of unregulated expression of individual globin
chains may be severe; consequently, it has long been thought
thar additional factors within the cell may assist in the
processing of the free globin chains and their assembly
into mature hemoglobin [14].

The identification of any such factor proved elusive for
a long time. However, it has recently been shown that the
AHSP gene is an erythroid-specific molecular chaperone
for free o-hemoglobin in mice [3). Data presented here
strongly indicate that AHSP gene expression, in human ery-
throid cells, is refated to o-globin gene expression.

To analyze the expression of AHSF gene during erythro-
poiesis, a two-phase liquid culture system was cartied out
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AHSP | Alphea-giobin gonse ratio in Erythropoiesis
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Figure 4. AHSP gene/ a-globin gene expression ratio in erythropoiesis. Graph and table show that the ratio of AHSP gene/e-globin gene was ot significantly

different during erythropoiesis (p = 0.3).

i4,5]. This technique is based on two stages. The first stage
induces the proliferation of hematopoietic precursors; the
second stage, following addition of Epo, stimulates erythro-
poiesis. Several samples were collected at differentiation
to apalyze gene expression during distinct cell stages of
human erythropoiesis.

The pattern of AHSP gene expression duripg human
erythropoiesis indicates increasing levels of expression
during cell differentiation, the highest expression at the stage
where hemoglobin synthesis is more intense. A reduction
in expression levels occurs when the cells lose their nuclear
function and hemoglobin synthesis is reduced. o-Globin
gene expression in these cells occurred with the same pattern.
Previous data clearly showed that AHSP protein binds to
oi-globin chains but not to §-globin chains or to tetrameric
hemoglobin i2].

These findings suggest that AHSP may have an important
role in normal erythropoiesis by stabilizing o-globin. The
data presented herein indicate that, in normal erythropoiesis,
the ratio of AHSP/o-globin gene expression probably is con-
served during all stages of erythropoiesis. Determination of
the ratio of AHSP/o-globin gene expression during all stages
of erythroid development may provide a nseful tool to study
the possible abnormalities of the expression of this gene
in hemoglobinopathies.

Most celiular proteins in evkarvotic cells are targats for
degradation by the 268 proteasome, a eukaryotic ATP-de-
pendent protease, usually afler they have been covalently

attached to ubiquitin in the form of a polyubiquitin chain.
Proteasome functioned as a degradation signal, preventing
the accumulation of abnormal protein and the formation
of toxic inclusion bodies, followed by cell death [15]. Some
stadies have shown that an ATP-dependent system, in associ-
ation with the presence of ubiquitins, is required for proteoly-
sis of (1-chains in 8-thalassemia hemolysates [16,17]. AHSP
is a molecular chaperone and a member of the small heat
shock protein family (sHSP), probably leading free o-gio-
bins to proteolysis by an ATP-dependent protease system.
Qur data contribute to the hypothesis that AHSP may play
an important role in the pathophysiology of B-thalassemia,
decreasing ineffective erythropoiesis caused by the precipi-
tation of free g-globn. Furthermore, the procedures de-
scribed here may represent a valuable tool for study of
the action of this protein as a possible additional factor
interfering in the clinical evolution of these patients.
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