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RESUMO
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A anemia falciforme (AF) ¢ causada pela substitui¢do de uma tnica base no cédon 6 do
gene da globina beta (GAG — GTQG), levando a producdo de hemoglobina S. Estudos
recentes tém mostrado que a ativagdo de guanilato ciclase (GCs) em linhagens de células
eritrociticas e em cultura primaria de precursores da série vermelha, causa um aumento na
transcricdo do gene gama globina e conseqiientemente aumento na produgdo de
hemoglobina fetal (Hb F) (Ikuta et al., 2001). Os nucleotideos ciclicos, AMPc e GMPc sdo
segundos mensageiros responsdveis por varios sinais extracelulares, incluindo hormoénios e
neurotransmissores € provavelmente tém papel importante na anemia falciforme regulando
a produg¢do de HbF. Este trabalho teve como objetivo, primeiramente, estabelecer um
sistema de cultura de células CD 34" e posteriormente investigar a existéncia de uma via
NO-GMPc/AMPc envolvida na produgao de Hb F nos eritrocitos de pacientes com anemia
falciforme e verificar se haveria aumento da expressao de GCs e de gama globina nestes
mesmos pacientes. Amostras de sangue foram coletadas de voluntérios sadios e pacientes
com anemia falciforme. Foi utilizado cultura de células CD34" hematopoéticas de sangue
periférico, e ao longo da diferenciagdo eritrdide (7°, 10° e 13° dia) foram coletadas células
para citometria de fluxo, citospin, dosagem de GMPc e AMPc e avaliagdo da expressao
génica de gama globina, GCs alfa e beta subunidades, eNOS, PDE3B, CD36, CD29B e
CDA49. Observamos que gama globina encontra-se significativamente mais expressa nas
culturas falciformes no 13° dia de diferenciacdo eritroide em relacdo ao mesmo ponto das
culturas controle (2,945 + 0,303 x 1,445 £ 0,165, respectivamente ,p=0,0095, n=6). A
expressdo de GCs alfa e beta subunidades, eNOS, PDE3B, CD36, CD29B ¢ CD49 nao
apresentou diferencas significativas durante a diferenciagdo eritroide nas culturas
falciformes e controles. Os niveis de GMPc nas culturas de pacientes com anemia
falciforme estavam significativamente diminuidos ao longo da eritropoese in vitro em
comparagdo com as culturas controles (dia 7: 0,2765 + 0,0527 x 0,639 + 0,1221
(p=0,0260); dia 10: 0,1166 + 0,0219 x 0,268 + 0,1181; dia 13: 0,037 + 0,0061 x 0,093 +
0,0236 (p=0,0152), respectivamente), enquanto o AMPc, encontrava-se elevado no dia 7
das culturas falciformes em relagdo as culturas controles (dia 7: 72,017 + 14,849 x 24,987 +
13,497 (p=0,048); dia 10: 36,3384 + 16,708 x 8,663 + 4,591; dia 13: 1,7138 £+ 1,093 x
0,680 £ 0,370, respectivamente). O tratamento com BAY 41-2272 (ativador de GCs) em

unica cultura controle aumentou aproximadamente 3x os niveis de gama globina ap6s 72 h
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de incubacdao. Nossos resultados sugerem que as cé€lulas tronco hematopoéticas dos
pacientes com AF sdo diferentes as dos controles, uma vez que ambas, sob as mesmas
condigdes in vitro expressaram niveis significativamente diferentes de gama globina. Um
cross talk entre o GMPc e o AMPc poderia regular a expressdo de gama globina ao longo
da diferenciacdo eritréide. Estes dados resultam no primeiro trabalho a demonstrar a
expressdo basal de gama globina ao longo da diferenciagdo eritroide de pacientes com
anemia falciforme. Desta maneira, o esclarecimento desta via pode contribuir com
entendimento da fisiopatologia da anemia falciforme e identificar novos alvos para a

regulagdo farmacolédgica de hemoglobina fetal.

Resumo

Xxxii



ABSTRACT

i}



Sickle cell disease (SCD) is caused by the substitution of a single base in codon 6 of the
beta globin gene (GAG — GTQG), causing the production of S hemoglobin. Recent studies
have demonstrated that the activation of soluble guanylate cyclase (sGC) in erythrocytic
cell lines and in primary erythroid precursor culture causes an increase in the transcription
of the gamma globin gene and, consequently, an augmented production of fetal hemoglobin
(HbF) (Ikuta et al., 2001). The cyclic nucleotides, cAMP and cGMP, are second
messengers that are responsible for mediating the signaling of various extracellular signals,
including those of hormones and neurotransmitters and, probably, have an important role in
SCD by regulating the production of HbF. This study aimed to investigate the existence of
a NO-cAMP/cAMP pathway involved in the production of HbF in the erythroid cells of
patients with SCD and to determine whether there is an increase in the expression of sGC
and of gamma globin in these same patients. Blood samples were collected from healthy
volunteers and SCD patients. Peripheral blood hematopoietic CD34+ cell culture was used
for the investigation; cells were differentiated into erythroid lineage and cells collected
(7", 10™ and 13™ day) for flow cytometry, citospin, measurement of cGMP/cAMP and
evaluation of the gene expression of gamma globin, the sGC alpha and beta subunits,
eNOS, PDE3B, CD36, CD29B and CD49. We demonstrate that gamma globin was
significantly more expressed in the cultures of SCD cells on the 13 day of erythroid
differentiation compared to the same time point in control cells (2.95 + 0.30 vs. 1.45+0.17,
respectively, p=0.0095, n=6). The expression of sGC alpha and beta subunits, eNOS,
PDE3B, CD36, CD29B and CD49 did not present significant differences during erythroid
differentiation in control or SCD cell cultures. Levels of cGMP were significantly
decreased during erythropoiesis in the SCD cultures compared to control cultures (day 7:
0.277 £ 0.053 vs. 0.639 + 0.122 (p=0.026); day 10: 0.117 + 0.022 vs. 0.268 + 0,118; day
13: 0.037 + 0.006 vs. 0.093 £ 0.024 (p=0.015), respectively). In contrast, levels of cAMP
were significantly increased in the SCD cultures compared to the control cultures (day 7:
72.02 + 14.85 vs. 24.99 + 13.50 (p=0.048); day 10: 36.34 + 16.71 vs. 8.66 + 4.59; day 13:
1.74 £ 1.09 vs. 0.680 + 0.370, respectively). Treatment with BAY 41-2272 (sGC inducer)
in a single control cell culture increased the levels of gamma globin by approximately 3
times after 72h of incubation. Results suggest that the hematopoietic stem cells of SCD

patients are significantly and constitutively different to those of controls, since under the
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same in vitro culture conditions, differentiation of the two cell types results in consistently
significant different levels of gamma globin. A cross talk between cGMP and cAMP may
regulate the expression of gamma globin during erythroid differentiation in patients with
SCD. Thus, further investigation of this pathway may contribute to the understanding of the
physiopathology of the disease and identify new targets for the pharmacological regulation

of HbF production.
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1.1- Historico

Em 1910, Herrick descreveu eritrocitos “peculiarmente alongados e em forma
de foice” no sangue de um individuo anémico da raga negra, embora as manifesta¢des
clinicas da doenca ja fossem conhecidas séculos antes na Africa Ocidental. No Brasil, a
primeira referéncia a um paciente com anemia falciforme (AF) se deve a Castro (1933).
Pauling et al. (1949), demonstraram que a hemoglobina S (HbS) era quimicamente
diferente da hemoglobina normal, devido a pontos isoelétricos diferentes e lenta migracao
eletroforética em conseqiiéncia da auséncia de duas cargas negativas na hemoglobina
desses individuos que sofriam de anemia falciforme. Ingram (1956) demonstrou por analise
de seqiiéncias, que a substituicdo do acido glutamico pela valina na posicao 6 da cadeia da
globina B era a base bioquimica da HbS. Esse achado explicou, entre outras coisas, a
diferenca eletroforética entre as duas globinas (B" e BS) e foi a primeira demonstragdo de
uma substituicdo de aminoacido em proteina humana. Perutz et al. (1960) decifraram a
estrutura da hemoglobina, esclarecendo as bases moleculares da sua funcdo e
Watson et al. (1948) observaram que os sintomas apareciam em criangas somente depois
que a concentracdo de hemoglobina fetal (HbF) diminuia, estabelecendo um efeito benéfico

da HbF nas manifesta¢des dessa doenca.

1.2- Anemia falciforme
1.2.1- Fisiopatologia

A anemia falciforme ocorre devido a uma alteragdo molecular no gene da
globina beta. A mutagdao de ponto resulta na substitui¢do de uma tnica base no cédon 6 do
gene da globina beta, onde uma adenina (A) ¢ substituida por uma timina (T), levando
conseqiientemente a substituicdo do aminodcido 4cido glutamico pela valina, com
conseqiiente produ¢do de uma hemoglobina andémala - HbS (Serjeant & Serjeant, 2001;

Steinberg et al., 2001).

Introdugdo
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O evento fundamental na patogenia da anemia falciforme ¢ a polimerizacao da
HbS. A polimerizagdo da desoxi-HbS (linica forma passivel de se polimerizar) depende de
alguns fatores, tais como: concentragdo de oxigénio, pH, concentracdo de HDS,
temperatura, pressdo, for¢a idnica e presenca de hemoglobinas normais (De Franceschi &
Corroche, 2004; Stuart & Nagel, 2004; Costa, 2001). As conseqiiéncias da polimerizagao
sdo: deformacdo, enrijecimento e perda da flexibilidade das células vermelhas, o que resulta
em anemia hemolitica, eventos vaso-oclusivos e asplenia funcional, causando um aumento
na susceptibilidade a infecgdes (Kasschau et al, 1996; Fadlon et al., 1998;

Rosse et al., 2000). O mecanismo descrito acima pode ser observado na figura 1.
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Figura 1- Fisiopatologia da anemia falciforme. A mutagdo no gene da globina 3 leva a

formacdo da HbS que desoxigenada causa alteragdes celulares e manifestagcdes

clinicas (Adaptada de Costa in Zago, 2001).
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1.2.2- Vaso-oclusao

A vaso oclusdo ¢ a maior causa de morbidade nos pacientes com anemia
falciforme. Os fendmenos vaso-oclusivos acontecem principalmente em Orgdos com
circulagdo sinuosa, onde o fluxo de sangue ¢ lento, a tensdo de oxigénio é baixa, ou ainda,
naqueles 6rgaos onde ha um suprimento sanguineo arterial terminal limitado. A hipdxia
decorrente da obstru¢do vascular leva a infartos teciduais e proporciona crises de dor ou

danos teciduais cronicos (Labie & Elion, 1999).

Participam dos eventos vaso-oclusivos uma complexa interagdo entre diferentes
tipos celulares como: células falcizadas densas e desidratadas, reticulocitos, células
endoteliais anormalmente ativadas, leucocitos, plaquetas e fatores do plasma
(Ballas et al., 1992; De Franceschi & Corrocher, 2004). O processo de vaso-oclusdo tem
inicio a partir da ativacdo do endotélio vascular por espécies reativas de oxigénio, adesio
de células irreversivelmente falcizadas e infecgdes que levam a secre¢do de citocinas
inflamatoérias. Estes fatores de ativagao podem induzir a expressao de moléculas de adesao
endotelial e promover o recrutamento de leucdcitos; principalmente dos neutrofilos. Os
neutr6filos tendem a se aderir ao endotélio e os eritrocitos falciformes a eles, devido a
presenga de citocinas inflamatorias como: TNF-o, IL-1, GM-CSF e endotelina 1, que
contribuem para a ativacao do endotélio e possibilitam a oclusdo vascular (Frenette, 2002).
Pacientes com AF apresentam niveis plasmaticos elevados de TNF-a em relagdo a
individuos normais (Lanaro et al, 2006), favorecendo a adesdo celular com conseqiiente
vaso-oclusdo. Outras proteinas plasmaticas como a fibronectina, o fibrinogénio, fator de
Von Wilebrand e trombospondina estdo relacionadas a inducdo da adesdo das células

falcizadas ao endotélio vascular (Kasschau et al., 1996).

Gambero et al., 2007 demonstraram que reticuldcitos de pacientes com anemia
falciforme apresentam niveis aumentados de RNAm das moléculas de adesdo CD36,
CD49d e CD29 quando comparados com reticuldcitos de individuos normais. Além disso, a
expressdo protéica dessas moléculas de adesdo na superficie da membrana plasmatica de
reticulécitos de pacientes com anemia falciforme encontra-se também aumentada. Estas
trés moléculas de adesdo estudadas por Gambero et al., 2007 sdo as principais moléculas

envolvidas com o processo de vaso oclusdo.
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Além das hemacias ha evidéncias para um importante papel dos neutréfilos na
vaso-oclusdo (Costa, 2001). Neutrofilos de pacientes com anemia falciforme demonstraram
adesdo aumentada para fibronectina e endotelina (Kasschau et al. 1996; Fadlon et al., 1998;
Assis et al., 2005). A contagem de neutr6filos no sangue periférico tem relagao direta com a
gravidade da doenga ¢ a leucocitose ¢ associada com alto relato de mortalidade (Platt et al.,
1994; Anyaegber et al., 1998; Manadori et al., 2000; Okpala et al., 2002). Sabe-se que além
dos neutrofilos, os eosindfilos possivelmente tém participagdo nesse mecanismo.
Canalli et al. (2004) demonstraram que os eosindfilos de pacientes com anemia falciforme

sd0 numericamente maiores ¢ apresentam propriedades adesivas aumentadas.

O mecanismo de vaso-oclusdo pode ser observado na Figura 2, mas além das
células vermelhas, os neutrofilos e as plaquetas parecem ter um papel importante neste

mecanismo.
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Figura 2- Mecanismo de vaso-oclusdo. Hemacias e reticulocitos aderem ao endotélio
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vascular devido a presenca de moléculas de adesdao na superficie das células

vermelhas e endotélio impedindo o fluxo sanguineo (Hebbel et al., 2000).
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1.3- Hemoglobina fetal

A hemoglobina fetal inibe a polimerizagdo da HbS. Os niveis de HbF nos
eritrocitos de pacientes com anemia falciforme sdo geralmente elevados, porém, quando
esse aumento ¢ significativo ocorre melhora no quadro clinico da doenga
(Rosse et al., 2000). A HbF ¢ composta por duas cadeias alfa e duas cadeias gama
globinicas, cuja interacdo com outros elementos da hemdcia confere a essa hemoglobina
menor afinidade pelo oxigénio do que a hemoglobina A (Ramalho, 1986). A cadeia gama ¢
produzida em altos niveis nas células da linhagem eritréide durante a fase fetal e depois do
nascimento ha o “switching” (substituicdo) para a cadeia beta, que formara a hemoglobina
A. No recém nascido portador da doenga falciforme, a HbF ¢ substituida pela HbS por volta
dos 6 meses de idade, periodo em que se observam as manifestagdes clinicas da doenga.
Em adultos normais, hé resquicios da producao de HbF, correspondendo a menos de 1% do
total de hemoglobina. No entanto, doengas que determinam um estresse da eritropoese, em
particular as anemias hemoliticas, tendem a manter os niveis de HbF ligeiramente mais
elevados (Zago, 2004). Portanto, hé investigagdes que tém se concentrado na procura por
agentes com a capacidade de reverter esse efeito “gene switching” para aumentar os niveis

de Hb F nas hemacias.

1.4- Hidroxiuréia

A hidroxiuréia (HU) ¢ um agente quimioterdpico utilizado no tratamento de
pacientes com anemia falciforme por diminuir as crises vaso-oclusivas e as necessidades de
transfusoes (Charache et al., 1995; Nahavandi et al., 2002). Ha evidéncias que o mecanismo
pelo qual a HU induz o aumento de HbF e reduz a contagem de células brancas, ¢ mediado
pela inativagdo de um radical tirosil na ribonuclease reductase (Lassmann et al., 1992;
Yarbro et al., 1992), um efeito que poderia ser mediado por NO (Knon et al., 1991;
Lepoivre et al., 1994) e nitrovasodilatadores (Bundy et al., 1999). Tratamentos longos com
HU levam a uma diminui¢do global das proteinas de superficie dos neutréfilos, mondcitos e

linfocitos (Okpala, 2006), reduzindo também a contagem de neutrdfilos. Altos niveis de
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células brancas sdo um indicativo dos eventos adversos em pacientes com anemia

falciforme (Castro et al., 1994).

A HU ¢ responsavel por aumentar os niveis de HbF, alterando a cinética e a
termodinamica da polimeriza¢ao da HbS (Cokic et al., 2003; Nahavandi et al., 2002). No
entanto, a habilidade da HU em aumentar os niveis de HbF varia entre os pacientes. Muitos
deles apresentam melhora clinica antes de apresentar aumento significativo dos niveis de
HbF, sugerindo que a HU possa beneficiar pacientes por outros mecanismos que podem
incluir: alteragdes nas células vermelhas e brancas, células endoteliais, mielossupressao,

entre outras (Halsey et al., 2003; King ,2004).

Rodriguez et al. (1998) relataram que a farmacodindmica da HU possibilita que
ela seja uma doadora de NO e também uma estimuladora da produ¢do de NO devido ao
tempo de meia vida de 6 horas. Morris et al. (2001) sugeriram que a HU possa ser oxidada
pelo grupo heme e produzir radicais livres da molécula de NO in vitro. Gladwin et al.
(2002) relataram que a terapia com HU promove a geragao intravascular e intraeritrocitaria
de NO e ¢ esse aumento o responsavel por aumentar os niveis de HbF. Cokic et al. (2003)
mostraram que outros dois doadores de NO aumentam a expressdo do gene da gama
globina em progenitores eritroides. E isto esta associado ao aumento dos niveis de GMPc,
sugerindo a presen¢a de uma via mediada por NO na induc¢dao do gene da gama globina,

com conseqiiente aumento na sintese de HbF.

1.5- Oxido nitrico e anemia falciforme

O o6xido nitrico (NO) ¢ um gas sinalizador com tempo de meia vida de
segundos. E sintetizado no endotélio a partir de um aminoacido — a L-arginina, pela agdo da
enzima Oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) (Ignarro et al., 1987; Palmer et al., 1987;
Palmer et al., 1988). Fisiologicamente o NO produzido no endotélio tem efeito
vasodilatador, mantendo o fluxo sanguineo normal (Rubanyi et al., 1986). Além disso, ele
inibe agregacdo plaquetaria, ¢ capaz de modular a permeabilidade vascular e em condi¢des

patologicas protege contra lesdo tecidual (Moncada et al., 1986; Chin et al., 1992;

Introdugdo

46



Sun et al., 1993; Yue et al., 1993). Também ¢ capaz de inibir adesao leucocitaria, modular a

respiragdo e exercer atividade anti-oxidante e anti-inflamatoria (Conran et al., 2001).

O NO formado no endotélio pela acdo da enzima eNOS ¢ liberado para as
células da musculatura lisa, onde se liga ao heme da enzima guanilato ciclase soluvel
(GCs), resultando no aumento intracelular de guanosina monofosfato ciclica (GMPc)
(Ignarro et al., 1987; Lohse et al., 1998; Murad, 1999). O GMPc, um segundo mensageiro,
ativa as vias de kinases dependentes em GMPc (PKG), diminuindo a concentragdo de
calcio intracelular nos musculos lisos, produzindo relaxamento, vasodilatagdo e aumento
regional do fluxo sanguineo (Mack et al., 2006). Ha evidéncias que as células vermelhas
humanas expressam a enzima eNOS de forma ativa e funcional, localizada na membrana
plasmatica e no citoplasma destas células. Esta eNOS ¢ regulada por seu substrato, a
L-arginina e a sua atividade regula a deformabilidade da membrana dos eritrdcitos e inibe a

ativacao plaquetaria (Kleinbongard et al., 2006).

A guanilato ciclase soluvel ¢ uma enzima heterodimera formada por duas
subunidades; o e B. O NO, ao se ligar ao grupo heme (localizado na regido N-terminal da
subunidade o), induz mudanca na conformagdo da enzima, aumentando cerca de 400x sua
atividade catalitica (Humbert et al., 1990; Stone &Marletta, 1994). Esse efeito ¢
responsavel pela conversao catalitica de guanosina trifosfato (GTP) em GMPc, o qual ¢ um
segundo mensageiro importante para a regulagdo de proteinas kinases, fosfodiesterases e
canais i0nicos (Schmidt et al., 1993; Lincoln et al., 1996). A subunidade alfa tem papel
importante na modulacdo da fun¢do de GCs (Yuen et al., 1994) bem como GMPc
(Ikuta et al., 2001). Ja a presenca do grupamento heme faz com que varios agentes,
particularmente o NO, possam atuar sobre GCs levando a produgdo de GMPc

(Denninger et al., 1999). A estrutura da enzima GCs pode ser observada na figura 3.
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Figura 3- Representagdo esquemdtica da enzima guanilato ciclase soliivel (GCs).
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O NO tem papel importante na fisiopatologia da anemia falciforme
(Mosseri et al., 1993; Gladwin & Schechter, 2001) e no tratamento das crises vaso-
oclusivas (Lopez et al., 2003). Gladwin et al. (2001) sugeriram que uma deficiéncia na
produ¢do de NO possa acontecer nas células endoteliais de pacientes com anemia
falciforme. Reiter et al. (2002) evidenciaram que a hemoglobina livre da célula decorrente
do processo de hemdlise intravascular limita a biodisponibilidade do NO na AF. Trés
possiveis mecanismos levam a diminui¢do da biodisponibilidade do NO plasmatico em

pacientes com anemia falciforme (Mack et al., 2006) sdo eles:

- a diminui¢do nos niveis plasmaticos de L-arginina, devido ao aumento de

arginases (degradam arginina em ornitina) circulantes;

- seqiiestro do NO pela hemoglobina livre no plasma, decorrente do processo de

hemolise intravascular freqiliente nessa doenca;
- intera¢do com espécies reativas de oxigé€nio, principalmente anion superdxido.

A inalacao de NO pode minimizar esta situagdo por oxidar a oxi hemoglobina
livre da célula na circulagdo pulmonar e formar metahemoglobina. Com isso a produgdo
enddgena de NO fica “livre” para se difundir pela musculatura lisa, regular o tonus vascular

e regular a expressdo de moléculas de adesdo. Este efeito pode ser obserado na figura 4.
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Figura 4- Seqiiestro de NO pela hemoglobina livre da célula. A inalagdo de NO reverte o
seqliestro do NO endoégeno fazendo com que este possa atuar na musculatura
lisa, regulagdo do tonus vascular e expressdo de moléculas de adesdo

(Figura retirada de Reiter et al., 2002).
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Progenitores eritroides tratados com HU (hidroxiuréia) apresentaram aumento
dos niveis de GMPc associado ao aumento de expressdo de y-globina com conseqiiente
aumento nos niveis de HbF e GMPc. Adicionalmente, estas mesmas células quando
submetidas ao tratamento com inibidores de GCs (ODQ, NS 2028, LY 83,538)
apresentaram diminui¢do dos niveis de expressdao de y-globina. Estes resultados sugerem
que a indugdo de HbF pela HU seja mediada pelo NO, dependente da ativagdo de GCs.
Portanto, na célula eritrdide, o NO ativa GCs que aumenta os niveis de GMPc e kinases
dependentes em GMPc (PKG), o qual é responsavel pela expressdo de gama globina e

consequentemente pela producao de hemoglobina fetal (Cokic tal., 2003).

O NO pode ter inameros efeitos benéficos para os pacientes durante as crises
vaso-oclusivas (Lopez et al., 1996), podendo reduzir a adesdo de hemacias ao endotélio em
culturas de células endoteliais tratadas com doadores de NO (Space et al., 2000). Alguns
autores t€m sugerido que a terapia com NO ou L-arginina poderia beneficiar os pacientes

com anemia falciforme (Gladwin & Schechter, 2001; Morris et al., 2000).

1.6- Nucleotideos ciclicos e a regulaciao de expressao de y-globina

Os nucleotideos ciclicos, AMPc e GMPc sdo segundos mensageiros
responsaveis por varios sinais extracelulares, incluindo horménios e neurotransmissores.
Estes nucleotideos ciclicos sdo formados a partir do ATP e GTP pela reagdo catalitica da
adenilato ciclase e guanilato ciclase, respectivamente. Com o aumento das concentragdes
intracelulares destes nucleotideos ciclicos, eles podem se ligar e ativar enzimas alvo;
proteina kinase A (PKA) e proteina kinase G (PKG). Estas proteinas kinases fosforilam
substratos como canais i0nicos, fatores de transcri¢do os quais regulam fungdes celulares. A
fosforilacdo altera a atividade destes substratos e como conseqiiéncia hd mudangas na
atividade celular (Jeon et al., 2005). Como descrito anteriormente, o NO exerce alguns
efeitos bioldgicos pela ativacdo de GCs com crescente aumento na sintese de GMPc

(Murad, 1999).
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Conran et al. (2004) evidenciaram que hemadcias de pacientes com anemia
falciforme apresentam niveis de GMPc elevados em relagdo a hemadcias de individuos
normais e esses niveis estdo significativamente mais elevados em pacientes que fazem uso
de HU. Este aumento nos niveis de GMPc nos eritrocitos de pacientes com AF pode ser
devido ao aumento da atividade da enzima GCs nos eritrocitos maduros e nas células
eritrdides imaturas destes pacientes. Dando suporte a essa teoria, foi demonstrado que a via
dependente de GMPc constitui um mecanismo de regulagdo génica de y-globina em células

da linhagem eritréide (Ikuta et al., 2001).

Alguns estudos sugerem que a HU induz a producdo de HbF em células da
linhagem eritroide pela ativacio de GCs via NO (Cokic et al., 2003).
Nahavandi et al. (2002) demonstraram um aumento significativo nos niveis de GMPc
plasmatico em pacientes com AF em terapia de HU, somente durante as crises

vaso-oclusivas, sugerindo um possivel papel da via NO/GMPc.

A via dependente de GMPc tem demonstrado um cross talk com a via
dependente de AMPc em varios tipos celulares. GMPc ¢ capaz de inibir a atividade da
enzima fosfodiesterase 3 (PDE 3B), responsavel pela degradacdo de AMPc, resultando em
um aumento intracelular de AMPc, com conseqiiente ativacdo da via proteina kinase A
(Inoue et al., 2004).As fosfodiesterases (PDEs) sdo uma super familia de enzimas que
degradam AMPc e GMPc (Beavo, 1995; Corbin & Francis, 1999; Soderling & Beavo,
2000). Até o momento ha 11 familias de PDEs identificadas, muitas das quais existem
como splice variante (Beavo et al., 1994; Bolger, 1994). As enzimas especificas para
degradacao de AMPc sao PDE 4, 7 e 8. As responsaveis pela degradacdo de GMPc incluem
5, 6 ¢ 9. Por outro lado, as PDEs 1, 2, 3, 10 e 11 degradam ambos os nucleotideos
(Mehatas et al.,2002). As PDEs participam de processos farmacoldgicos, modulando a
produ¢do de mediadores pro-inflamatérios, apoptose, lipogénese, glicogendlise e
gliconeogénese (Perry & Higgs, 1998). Devido a regulagdo dos nucleotideos ciclicos, os
quais sdo responsaveis por diversas fungdes fisioldgicas , as PDEs tém sido alvo de alguns
compostos farmacéuticos para o tratamento de varias doencas como: faléncia cardiaca,
depressdo, asma, inflamacdo e disfun¢do erétil (Conti et al., 1995; Torphy, 1998;
Mehats et al., 2002; Rotella, 2002).
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Existem duas isoformas da PDE 3; PDE 3A e PDE 3B. Inoue et al (2004)
demonstraram que a PDE 3B ¢ expressa em altos niveis em células K562, sugerindo a
possibilidade de um cross talk entre GMPc e AMPc. Eritroblastos priméarios tratados com
agentes indutores de HbF como: hemina, butirato e HU (todos ativadores de GCs)
apresentaram niveis aumentados de GMPc. Este aumento dos niveis de GMPc foi capaz de
inibir a acdo da PDE 3B, favorecendo o aciimulo intracelular de AMPc com conseqiiente
ativacdo da via PKA, regulando negativamente a expressdo génica de gama globina. Em
resumo, o aumento dos niveis de GMPc via GCs leva a ativacdo da via PKG com
conseqiiente ativacao da expressdo de gama globina (regulagdo positiva), por outro lado, o
aumento de GMPc inibe PDE 3B favorecendo o acimulo intracelular de AMPc com
conseqliente ativacdo da via PKA, inibindo a expressdo de gama globina (regulacio
negativa). Estes dados sugerem diferentes efeitos que podem ser ocasionados pelas vias

dependentes de AMPc ou GMPc na expressao de gama globina.

Considerando o amplo envolvimento dos nucleotideos ciclicos na anemia
falciforme estabelecemos um sistema de cultura como modelo para estudar e comparar
varias etapas da diferenciacdo eritréide de células provenientes de individuos normais e
pacientes com anemia falciforme. Utilizando esse método pudemos avaliar a expressdo
génica de gama globina durante a diferenciagdo eritroéide, investigar o papel dos
nucleotideos ciclicos e também estudar a expressdo de algumas moléculas de adesdo

eritroides importantes na fisiopatologia da AF durante a diferenciagdo celular.
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2- OBJETIVOS
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2.1- Objetivos gerais

Comparar o perfil das expressdes de GCs e gama globina e a producdo de
nucleotideos ciclicos (AMPc e GMPc) durante as diferentes etapas de diferenciacdo das
células eritr6ides de pacientes com anemia falciforme e individuos normais em cultura de

células CD 34",

2.2 Objetivos especificos

1- Estabelecer o sistema de cultura de células CD 34" diferenciando-as para a

linhagem eritroide.

2- Avaliar e comparar os niveis de AMPc e GMPc nos progenitores eritréides
durante a diferenciac@o celular em sistema de cultura in vitro de individuos

normais e pacientes com anemia falciforme.

3- Avaliar e comparar a expressio do RNAm de GCs alfa e beta subunidades
nas diferentes etapas da diferenciacdo eritréide de individuos normais e

pacientes com anemia falciforme.

4- Avaliar e comparar a expressdo génica de gama globina durante a
diferenciagcdo eritréide de individuos normais e pacientes com anemia

falciforme.

5- Avaliar e comparar a expressdo génica de PDE 3B, eNOS, CD 36, CD49d e
CD29 durante a diferenciagdo eritréide de individuos normais e pacientes

com anemia falciforme.
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3.1- Pacientes e controles

Para o estudo realizado foram selecionados pacientes com anemia falciforme
(SS) diagnosticados no Hemocentro da UNICAMP, através de eletroforese de hemoglobina
e cromatografia liquida de alta pressio (HPLC) (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Estes
pacientes apresentavam idade entre 18-50 anos, encontravam-se em fase estavel, na
auséncia de infec¢do ou processos inflamatorio, sem transfusdo sanguinea por pelo menos
trés meses e sem crises de dor por este mesmo periodo e sem terapia com hidroxiuréia. As
amostras de individuos controles consistiram de voluntarios sadios com idade de 18-50anos
que tiveram a amostra submetida 8 HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Performance)
para confirmac¢do da normalidade do padrao eletroforético. Todos os participantes deste
estudo leram e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido. Foram realizadas 6
culturas de pacientes com AF e 6 culturas controle. Os controles utilizados neste estudo
apresentaram média de HbF de 0,6% (0,2-1,6%; n=6). Os valores hematimétricos dos

controles encontram-se dentro da normalidade.

As amostras de sangue (36 mL) de pacientes com anemia falciforme e
individuos controles foram coletadas em tubo de heparina litica e processadas

imediatamente para o cultivo de células.

Para validacao do sistema de cultura in vitro utilizamos sangue periférico de um
paciente com PHHF- tipo 2 (Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal) (Tabelal), que

possui uma dele¢do de mais ou menos 100kb a partir da regido do gene pseudo-beta.
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Tabela 1- Dados hematologicos dos pacientes com anemia falciforme e PHHF que

participaram do estudo. Os valores estdo expressos como média, menor e maior

valor.
Pacientes com Anemia Falciforme Paciente com Persisténcia
(n=6) Hereditdria de HbF

Homem/Mulher 3/3 -—--

Idade (anos) 41,5 (32-47) 28

Hemacias (x10°ul) 2,24 (1,38-2,87) 5,32
Hematdcrito (%) 20,8 (13,4-26,8) 46,8
Hemoglobina (g/dl) 6,95 (4,4-9,0) 15,1

Volume corpuscular médio (f1) 93,45 (84,9-102,5) 88,1

Hb Fetal (%) 6,93 (1,9-11,9) 28,2%

3.2- Aspectos éticos da pesquisa

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP (CEP) e a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP). Aprovagao pelo CEP em 15 de Julho de 2003 durante a VII Reunido Ordinaria
de CEP/FCM (registro CEP: 219/2003). Aprovagdo pelo CONEP em 17 de Novembro de
2003 (registro CONEP: 7988/2003, processo n° 25000.072114/2003-33), segundo as

atribui¢oes do Conselho Nacional de Saude.

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) deste estudo foi

aprovado pelos conselhos citados e todos os participantes deste estudo o assinaram.

Os TCLE encontram-se na parte final, no capitulo de anexos.
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3.3- Cultura de células CD 34" hematopoéticas de sangue periférico
3.3.1- Separacdo de células mononucleares

Amostras de sangue periférico de pacientes com anemia falciforme e individuos
normais foram coletadas em tubo contendo heparina litica e processadas imediatamente
apos a coleta. As amostras foram diluidas 1:2 em solugdo de PBS+ACD+BSA e em seguida
colocadas em gradiente de Ficoll-Paque (Amersham Biosciences, Uppala Sweden) por 30
minutos a 317g em temperatura ambiente. A camada formada na interface (buffy coat) foi
coletada e as células lavadas em PBS+ACD+BSA. Em seguida, as células foram lisadas em
tampao de lise para hemécias por 15 minutos em gelo e centrifugadas por 5 minutos a 361g.
Novamente as células foram lavadas em PBS e ressuspendidas para contagem em camara

de neubauer.

3.3.2- Isolamento de células CD 34" de sangue periférico

Apo6s a contagem das células, estas foram incubadas com FcR Blocking Reagent
e Hapten-Antibody por 15 minutos e apds lavagem, incubadas com Anti-Hapten
MicroBeads, segundo as orientagdes do fabricante (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Germany). Apds o tempo de incubagao, as células foram lavadas, ressuspendidas
em PBS e passadas por uma coluna magnética LS (Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Germany) fixada em um suporte magnético. As células de interesse para 0 nosso
estudo ficaram presas a coluna enquanto as contaminantes (mondcitos e linfocitos) foram
coletadas em tubo falcon. Em seguida, a coluna foi retirada do suporte magnético e uma
leve pressdo foi realizada através de um émbolo para fazer com que as células CD 34" se
soltassem da coluna e pudessem ser coletadas em um novo tubo. As células CD 34" foram
entdo lavadas com PBS+ACD+BSA por 10 minutos a 203g e ressuspendidas em ImL de
PBS+ACD+BSA para contagem em cdmara de Neubauer. 1.10* células CD 34" de
pacientes com anemia falciforme e individuos controle foram marcadas com fluor6éforo
RPE (anti-mouse imuoglobulins RPE, Rabbit F (ab’) 2) para citometria de fluxo, para

verificar a pureza das células obtidas. Laminas de citospin coradas com Leishman foram

Casuistica e Métodos

63



preparadas para verificacdo da morfologia celular. A viabilidade celular foi analisada por
meio da técnica de azul de trypan,sendo superior a 98% em todos os pontos coletados neste

trabalho.

3.3.3- Cultivo das células CD 34"

As células CD 34" foram cultivadas em metil celulose Methocult™ H-4230
(Stem Cell Technologies Inc, Vancouver, British Columbia, Canadd). Para cada um mL de
metil celulose foram cultivadas 3.10° células CD 34", acrescidas de 50 ng de Stem cell
factor (SCF; R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN), trés unidades de Eritropoetina
(Epo; Vetter Pharma Fertigung GmbH, Ravensburg, Alemanha) e 30 UI de interleucina 3
(IL-3; Pepro Tech México, S.A. de C.V.). A metil celulose foi pipetada em placa de 6
pogos na concentragdo de um mL por pogo em atmosfera imida no interior da placa. A
placa foi incubada por sete dias em estufa de CO, - 5%, a 37°C (Fase I). Apos sete dias as
colonias formadas por unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-E) e
proeritroblastos foram coletadas, lavadas, ressuspendidas em meio Minimum Essential
Medium Alpha (Alpha MEM; GIBCO™ Grand Island, N.Y., USA) e contadas em cimara
de Neubauer. Nesse momento, foram coletadas células para extracdo de RNA total e
GMPc, citometria de fluxo e citospin. O restante das células foi colocado novamente em
cultivo, agora em fase liquida, tendo como base o meio Alpha MEM (Fase II). Na Fase II
utilizamos 30% de soro fetal bovino (SFB), 8% de albumina sérica bovina (BSA),
300 mg/mL de holotransferrina humana (Calbiochem, USA), 10°M de p — mercaptoetanol
(Sigma Chemical CO, St. Louis, USA) e 2 unidades de Epo. As células foram cultivadas
novamente em 5% CO, a 37°C (Croisille et al., 1999).

Além do dia 7, foram coletadas células no dia 10 e 13 da fase II para extragao
de RNA total, AMPc e GMPc. A diferenciacdo eritroéide foi acompanhada por citometria de
fluxo e a morfologia por citospin corado com Leishman. A viabilidade celular da fase I e 11

foi analisada por meio da técnica de azul de trypan.
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Figura 5- Representacédo esquemdtica da cultura de células CD34" - Fase I.
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As culturas foram realizadas sempre em conjunto, ou seja, para cada cultura de
paciente com anemia falciforme foi realizado um controle em paralelo. Cada cultura
realizada utilizou sangue periférico de um unico individuo com anemia falciforme e um

unico doador.

3.3.4- Tratamento com Bay 41-2272

Este composto ¢ um derivado pirazolopiridinico, o qual ¢ capaz de estimular

GCs independente de NO, resultando em vasodilatacdo e atividade anti-plaquetaria.

O Bay 41-2272 se liga as cisteinas 238 e 243 da subunidade o; de GCs,
induzindo a conversao de GTP em GMPc. GMPc por sua vez, como segundo mensageiro, €
capaz de causar uma série de efeitos bioldgicos. Quando em associagdo com o NO, este
composto apresenta sinergismo, porém quando héd remocao ou oxidagdo do grupo prostético
heme de GCs ocorre perda da ativagdo sobre esta enzima (Becker et al., 2001,

Evgenov et al, 2006).

Uma unica cultura foi tratada com 60nM deste composto, a adi¢ao dele foi feita
a uma parte das células eritréides no dia 7 de cultivo e as células coletadas no dia 10 e 13.
O restante das células seguiu a diferenciagdo somente com a adigdo do diluente do Bay;

DMSO.

3.4- Citometria de fluxo

A técnica de citometria de fluxo consiste no reconhecimento de proteinas in
situ, com um anticorpo marcado com um fluorocromo, comumente ficoeritrina (PE) ou
fluoresceina isotiocianato (FITC). Estes fluorocromos ao serem estimulados por um feixe
de laser emitem um féton que é captado por sensores no aparelho. O citometro de fluxo faz
analises qualitativas (quantas células expressam este produto) e quantitativas (quanto de

certo produto € expresso por célula) da mesma amostra (Owens et al., 1995).
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O processo de diferenciagdo eritroide foi acompanhado através da técnica de
citometria de fluxo utilizando os seguintes anticorpos (Caltag Laboratories, Burlingame,

CA) de superficie celular:

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

células eritroides jovens;

e Anti-Glicoforina A (conjugado com PE): marcador de células eritroides

maduras.

Como controle negativo, utilizamos um isotipo controle ndo relacionado

(Ig G; Caltag Laboratories, Burlingame, CA).

Utilizamos um anticorpo de marcagdo citoplasmatica: Anti — Hemoglobina fetal
(conjugado com FITC) para acompanhar a producdo de hemoglobina fetal durante o
processo de diferenciagdo celular. Antes da marcagdo com o anticorpo anti-Hemoglobina
fetal foi realizada a permeabilizagdo das membranas citoplasmaticas das células eritroides
com o Kit Fix & Perm (Caltag Laboratories, Burlingame, CA) e em seguida a marcagado

com o anticorpo.

Outros anticorpos de marcacdo de superficie celular (Dako Cytomation
Denmark A/S, Denmark) foram utilizados para verificar a presenca de contaminacao por

outras linhagens celulares (mieldide e linféide) durante a diferenciacao celular, sdo eles:
e Anti-CD 3: anti-linfécito T (Clone UCHT1);
e Anti-CD 19: anti-linfécito B (Clone HD37);
e Anti-CD 14: anti-precursor de monocito (Clone TUK4);
e Anti-CD 15: anti-precursor de granuldcito (Clone C3D-1).

Para todos os anticorpos de superficie celular citados anteriormente a
concentracdo de células utilizadas variou de 1.10% a 1.10° células por tubo num volume

final de 100 pl em PBS. As células foram entdo incubadas com 3-5ul dos anticorpos por 30
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minutos a 4°C, na auséncia de luz. Em seguida, estas foram lavadas com 500 pl de PBS,
centrifugadas a 203g por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspendido em 500 pl de PBS. As células foram conservadas a 4°C, ao abrigo da luz, até
a hora da aquisi¢ao pelo citdmetro. J& as células marcadas com anticorpo anti-hemoglobina
fetal, tiveram primeiramente suas membranas fixadas por 15 minutos pela Solucao A e apos
lavagem com PBS, foi adicionado a Solugdo B para permeabilizagdo das mesmas. Depois
disso, o anticorpo foi adicionado num volume de 3 pl, incubado por 30 minutos a 4°C, na
auséncia de luz. As células foram lavadas com PBS e o pellet ressuspendido em 500 pl. As

células foram conservadas a 4°C, ao abrigo da luz, até a hora da aquisi¢do pelo citdmetro.

As células foram analisadas a 488 nm em um FACScalibur Becton-Dickinson.
Dot plots foram utilizados para andlise dos dados obtidos. A intensidade da fluorescéncia

de cada célula foi comparada com as células incubadas com um controle isotipo (Ig G).

3.5- Extracao de nucleotideos ciclicos - GMPc e AMPc

Células coletadas foram lavadas e incubadas com Immol/L de
3-isobutil-1-metil xantina (IBMX) por 30 minutos a temperatura ambiente para impedir a
degradagdo dos nucleotideos ciclicos pelas fosfodiesterases. Em seguida foi adicionado
acido percldrico para concentracao final de 0,5 mol/L e as amostras foram centrifugadas
6000 g por 20 minutos. O sobrenadante foi coletado e teve seu pH neutralizado com a

adic¢ao de solu¢ao 8 mol/L de KOH. As amostras foram estocadas a - 80°C até o ensaio.

3.6- Quantificacio de GMPc e AMPc

As amostras de nucleotideos ciclicos foram acetiladas e aplicadas em Kit
comercial (Cayman Laboratories, Ann Arbor, MI, USA) para quantificagdo de GMPc e
AMPc por meio da técnica de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Os resultados

foram expressos em pmol/mL em 5.10° células.
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3.7- Extracao de RNA

As amostras de RNA foram extraidas com Kit comercial — Rneasy Mini e
Micro Kit (Qiagen GmbH, Hilden) segundo as instru¢des do fabricante. Optamos pelo uso
do Kit, uma vez que a quantidade de células disponiveis ndo era abundante. Além disso, a
pureza ¢ a qualidade do RNA eram fundamentais para o sucesso da transcricdo destas

amostras.

A integridade das amostras foi verificada por eletroforese em gel desnaturante
de agarose a 1,2%. As amostras integras apresentaram duas subunidades ribossomais: 18S e
28S (Figura 6). Apds a eletroforese, as amostras de RNA foram armazenadas em

freezer - 80°C.

28S

el [ B el ) B

Figura 6- Gel desnaturante de agarose a 1,2%, com amostras de RNA de células de
cultura de individuos normais e pacientes com anemia falciforme, onde se
observa as subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal. A presenca dessas

subunidades ¢ indicativa do grau de integridade da amostra.
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3.8- Sintese de DNA complementar (cDNA)

A leitura do RNA total foi realizada em espectrofotometro
(NanoDrop Techonologies, Inc., Rockland, DE). As amostras de RNA obtidas foram
submetidas a sintese de DNA complementar (cDNA) utilizando-se o kit Superscript III

RT™ (Invitrogen, Life Technologies).

Para transcricdo, utilizou-se 3 pg de RNA que foram tratados com a enzima
DNase I (Invitrogen, Life Technologies) para remocdo de DNA contaminante. O
tratamento com DNase consistiu na adi¢do de 1,0 pl de 1u/ul DNase I, 1,0 pl de 10x DNase
I Reaction Buffer (200mM Tris-HCI, 20 mM MgCl,, 500 mM KCl,) e agua suficiente para
um volume final de 10,0 ul de reagdo. As amostras foram incubadas por 15 minutos a
temperatura ambiente e a reagdo bloqueada com a adi¢do de 1,0 ul de 25 mM de EDTA
com posterior incubacdo por 5 minutos a 65°C. Apds essa etapa, iniciou-se a sintese do
cDNA complementar com a adigdo de 1,0 ul de 50 uM oligo (dT) e 1,0 pl de 10 mM
dNTP’s. As amostras foram incubadas por 5 minutos a 65°C e em seguida por 1 minuto a
4°C. Para cada amostra, adicionamos 10,0 pl da seguinte mistura de reagdo: 2 pl de 10xRT
buffer, 4,0 ul de 25 mM MgCl,, 2,0 pl de 0,1 M DTT, 1,0 ul de 40U/ul Rnase OUT™ e 1,0
ul de 200 U/ul Superscript IIT RT™. A reagdo ocorreu por 50 minutos a 50°C, seguida de 5

minutos a 85°C.

3.9- Verificacao da sintese de DNA complementar

A verificagdo da sintese de cDNA foi feita através da reacdo de polimerase em
cadeia (PCR) para o gene da beta-actina (B-actina). As reacdes de PCR foram realizadas
com: 5,0 ul de 10xPCR buffer (20 mM Tris-HCL, 500 mM KCIl), 1,5 pl de 50 mM MgCl,,
1,0 pul de 10 mM dNTP’s, 1,0 pul de 10 mM de primer
BAC F (5 -— AAGAGATGGCCACGGCTGCT - 37), 1,0ul de 10 mM de primer BAC_R
(5> — TCGCTCCAACCGACTGCTGT - 3°), 0,5 ul de Taqg DNA polimerase, 1,0 ul de
cDNA e 39,0 ul de 4gua, para um volume final de 50,0 pl. O programa foi iniciado por 2
minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos: 94°C/30 segundos, 58°C/45 segundos e 72°C/40
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segundos, sendo finalizado por 72°C/7 minutos. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5% para verificar a amplificacdo de um fragmento de 640

pares de base (pb) (Figura 7).

Figura 7- Gel de agarose a 1,5%, com amplificacdo do gene da beta actina. Na coluna M,
marcador de peso molecular 100 pb; nas colunas 1-7 amostras de cDNA de
células de cultura de individuos normais e pacientes com anemia falciforme. A

seta indica o tamanho do fragmento obtido apos a reagdo de PCR.

3.10- Desenho dos Primers para a reacdo do PCR quantitativo em tempo real

Os primers utilizados nas reagcdes de PCR quantitativo em tempo real foram

desenhados com o uso do site www.invitrogen.com ¢ com o software “Primer Express”

(Applied Biosystems). Os fragmentos desenhados foram submetidos ao programa Blast

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para confirmar homologia com o gene de interesse. A

formagdo de estruturas como hairpins e dimers também foram avaliadas através do

programa Gene Runner. Os primers utilizados neste estudo estdo listados na tabela 2.
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3.11- Padronizacées necessarias para PCR quantitativo em tempo real
3.11.1- Concentragao de Primer

Em PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) a concentracdo ideal de primer
a ser utilizada, deve ser a minima suficiente para permitir a duplicacdo de todas as copias
do material a cada ciclo de reacdo. Para isso, utilizando a mesma quantidade de amostra,
foram feitas reagdes contendo cada um dos primers (sense e anti-sense) nas concentragoes
finais de 150 nM, 300 nM, 600 nM e 900 nM. A concentragdo ideal foi aquela em que o
gene de interesse obteve o menor valor de Ct (ciclo threshold), ou seja, foi a concentracao
em que o gene foi amplificado mais precocemente. Na tabela 3 estdo listadas as
concentragdes dos primers utilizados na amplificacdo dos genes de estudo ¢ a eficiéncia de

amplificacdo obtida.
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Tabela 2- Seqiiéncia e tamanho dos fragmentos amplificados de cada par de primer
utilizado na amplificacdo dos genes estudados pela técnica de PCR quantitativo

em tempo real.

Tamanho do

Gene Seqiiéncia Primer
fragmento amplificado

GCs alfa-F 5’-ATGCACTGTACACTCGCTTCGA-3’ 4300
GCs alfa-R 5’- CAACGACGCCAGCAAAAAC-3’ P
GCs beta-F 5’- GCCAGGTTCAAGTAGATGGTG-3’ 9lob
GCs beta-R 5’- GGCATCCGCTGTCCTATG-3’ P
Gama globina-F 5’- CCAGCTGAGTGAACTGCACTGT-3’ S1ob
Gama globina-R 5’- ACGGTCACCAGCACATTTCC-3’ P
PDE 3B-F 5’- TGGTGATGATGAAGACGGTGA-3’ 9dob
PDE 3B-R 5’- CCGTCTGCTTTTCCTTCTTG-3’ P
eNOS-F 5’-GCGGCTGCATGACATTGAG-3’ 1100b
eNOS-R 5’-CGTTCTGCACCTCGTCGC-3’ P
CD 36-F 5’- AAACCTCCTTGGCCTGATAG-3’ 61ob
CD 36-R 5’- AGCAACAAACATCACCACAC-3’ P
CD 49d-F 5’- TTCCTACGGGCTGTGTTC-3’ 850h
CD 49d-R 5’- CTGAAGTTTGCCAGTTTGG-3’ P
CD 29-F 5’- TCCAACCTGATCCTGTGTC-3’ $30h
CD 29-R 5’- TCGTTGTTCCCATTCACTG-3’ P
Beta actina-F 5’- AGGCCAACCGCGAGAAG-3 200b
Beta actina-R 5’- ACAGCCTGGATAGCAACGTACA-3’ P
GAPDH-F 5’- GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3’ 290h
GAPDH-R 5’- CCACTTGATTTTTGGAGGGATCT-3’ P
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Tabela 3- Concentragao de primers utilizadas na amplificacdo dos genes de estudo e
eficiéncia da amplificacdo obtida. As concentracdes foram definidas pela

eficiéncia de amplificagdo gerada nas condigdes testadas.

Primer Concentracio utilizada Eficiéncia do primer
GCs alfa 150 nM 100%
GCs beta 300 nM 100%
Gama globina 150 nM 100%
PDE 3B 150 nM 100%
eNOS 150 nM 99,8%
CD 36 300 nM 99,4%
CD 49d 600 nM 99,78%
CD 29 300 nM 100%
Beta actina 300 nM 100%
GAPDH 300 nM 100%

3.11.2- Eficiéncia de reacdo

A reacao de PCR em tempo real precisa ser confiavel e reprodutiva. Para isso
sdo necessarias condi¢cdes Otimas de reacdo, onde as amplificacdes apresentem 100% de
eficiéncia a cada ciclo da reagdo de PCR. A eficiéncia de amplificagdo ¢ obtida através da
formula 108" onde slope ¢ derivado da inclinagio da curva, e esse valor quando
aplicado a formula de eficiéncia, tem que ser proximo de 2, que significa que a cada ciclo
de amplificagdo o material gendmico estd sendo duplicado e isso equivale a 100% de
eficiéncia (Meijerink et al., 2001). Na figura 8 esta representada as curvas de eficiéncia dos

primers utilizados neste estudo.
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3.12- PCR Quantitativo em tempo real

A PCR em tempo real ¢ uma técnica utilizada para a avaliagdo da expressao
génica. A expressdo ¢ dita relativa porque leva em consideracdo também a expressao de
controles endégenos como, beta actina ¢ GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase).
A técnica consiste no monitoramento optico da fluorescéncia emitida durante a reacao de
PCR (Higuchi et al., 1993), através da ligagdo de uma sonda especifica ou um corante, na

fita recém sintetizada.

As amostras de cDNAs utilizadas na reacdo de qRT-PCR foram quantificadas

em espectrofotdmetro (NanoDrop Techonologies, Inc., Rockland, DE).

As reacdes foram feitas em duplicatas utilizando como sistema de detec¢do o
reagente SYBR™ Green PCR Master Mix® (Applied Biosytems, USA), que além de conter
todos os reagentes necessarios para PCR (dNTP’s, MgCl,, tampao, Taq Ampli-Gold),
contétm o corante SYBR Green; uma molécula que emite maior quantidade de sinal
fluorescente ao intercalar com DNA dupla fita. Para cada gene analisado foram utilizados

primers especificos.

A deteccao da amplificagdo em tempo real foi realizada no equipamento ABI
5700 Sequence Detector System (Applied Biosystems, USA) em graficos de fluorescéncia
versus numero de ciclos. Quanto maior a expressao de um determinado gene, isto €, quanto
mais copias existirem dele no inicio da reacdo, mais precocemente ocorrera a amplificagcdo

e consequentemente, menor sera o Ct.

Todas as amostras foram ensaiadas em 25 pl de volume final; sendo 12,5 pl do
reagente SYBR Green PCR Master Mix" , 50 pug de amostra de cDNA para o gene gama
globina ou 250 ng para os demais genes e a concentragdo 6tima de primer determinada. Em
todas as placas foram pipetados controles negativos (NTC), ou seja, para cada primer
avaliado foram feitos pogos contendo agua estéril em substituicdo a amostra. As reagdes
foram realizadas em placas de 96 pogos (Sorenson, BioScience Inc) com tampas plasticas
que permitem a passagem da luz. O programa foi iniciado a 95°C/10 minutos, seguido de

40 ciclos: 95°C/15 segundos e 60°C/l minuto. Ao final de uma amplificagio normal
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adiciona-se um passo de 20 minutos, no qual a temperatura aumenta gradualmente de 60°
para 95°C. A medida que os produtos gerados por PCR desnaturam com o aumento de
temperatura, cai o sinal fluorescente do SYBR Green. O grafico resultante permite verificar
se ha um ou mais produtos de PCR presentes em cada reagdo, devido a diferengas de Tm
(temperatura de melting) entre os produtos de PCR causadas pelo numero e composi¢ao de
bases de cada produto. A representacdo das curvas de dissociagdo estd apresentada na

figura 9.

GCs=a

Gama-glob

: \

Temperature ()

Figura 9- Curva de dissociacdo utilizada para analisar a auséncia de contaminantes.
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3.13- Analise dos dados do PCR em tempo real

A expressdo dos genes de interesse foi determinada de forma relativa, ou seja,
os valores de expressdao sdo normalizados em relacdo a genes chamados de “controles
enddgenos”. Neste trabalho foi utilizado o gene da Beta actina (B-actina) e GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase), que sdo genes cuja expressao ¢ dita constitutiva, ou
seja, apresentam pouca variacdo entre diversas condi¢des. No entanto, alguns trabalhos vém
demonstrando que a expressdo desses genes pode variar consideravelmente

(Vandesompele, et al., 2002; Schmittgen, et al., 2000).

Os valores de Ct de cada gene foram obtidos em duplicata, dessa forma, foram
calculadas as médias aritméticas destas, para cada amostra que teve um determinado gene
estudado. Em seguida foi obtido o valor de delta Ct (ACt), que consistiu na subtracdo do
menor Ct de um gene de uma determinada amostra com os demais Cts desse mesmo gene
de outras amostras estudadas. O proximo calculo foi o de “Q” valor, que corresponde a
22¢ Os valores de Q dos genes Beta actina e GAPDH de cada amostra analisada foram
submetidos ao programa geNorm (Vandesompele, et al., 2002), que calculou a média
geométrica entre eles, valor este denominado de Fator de Normalizagdo da amostra. A
expressao normalizada de um dado gene de interesse em uma determinada amostra foi dada
pela razdo entre o valor de Q do gene de interesse da amostra pelo fator de normalizagdo da
amostra. O valor obtido foi expresso em unidades arbitrarias (UA) ou valor absoluto de

expressao.

3.14- Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (EPM) e os
dados de cada grupo (individuos normais e pacientes com anemia falciforme) foram
comparados utilizando o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, com uma significancia
estabelecida de p<0,05. Todos os calculos foram realizados utilizando-se o programa Graph

Pad Instat.
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4.1- Padronizacio da cultura de células CD34"

A cultura de células CD34" foi padronizada com sucesso para individuos
normais e pacientes com anemia falciforme. Participaram deste estudo 6 pacientes com AF
com alguns critérios de inclusdo citados anteriormente. Foi observado durante a cultura
todos os estdgios da eritropoese; proeritroblasto, eritroblasto basoéfilo, eritroblasto
policromatdfilo, eritroblasto ortocromatico e reticuldcito. Os pontos de coleta escolhidos
basearam-se no predominio celular encontrado em um determinado dia de cultivo. Foi
optado pelo dia 7, dia em que as coldnias sdo coletadas, lavadas e antes das células serem
colocadas para diferenciacdo terminal em meio liquido Alpha MEM, uma amostragem foi
retirada. Nesse dia de coleta temos o predominio celular de CFU-E e proeritroblastos. A
proxima coleta de células foi realizada no dia 10 (o nimero de dias € contado na seqiiéncia
de dias da fase I), nesse dia de cultura temos o predominio celular de eritroblastos
basdfilos. E por fim, o dltimo ponto escolhido foi o do dia 13, onde a populacdo de células
predominante era de eritroblastos ortocromaticos, mas também visualizamos células com

nucleo em extrusao e reticuldcitos.

As células CD34" foram separadas por meio da técnica de separa¢io magnética
com Beads (Figura 10) e as células CD34" apés sete dias em metil celulose que
proliferavam e diferenciavam em unidades formadoras de colonia eritréide (CFU-E) e
proeritroblastos (Figura 11). As figuras 12, 13 e 14 representam as células coletadas no 7°,

10° e 13° dia de cultivo, respectivamente.
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Figura 10- Morfologia celular das células CD34" isoladas de sangue periférico de
individuos normais e pacientes com anemia falciforme. Coloragdo de

Leishman. Aumento de 100X.

Figura 11- Colénia de células eritroides visualizada apos sete dias de cultura em metil

celulose. Aumento de 20X.
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Proeritroblastos

Figura 12- Células coletadas no dia 7. A seta indica a presenca de proeritroblastos. Células

coradas por Leishman. Aumento de 100x.
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—

Eritroblastos Basofilos

Figura 13- Células coletadas no dia 10. A seta indica a presenga de eritroblastos basoéfilos.

Lamina corada com Leishman. Aumento de 100x.
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Nucleo em extrusao

- .

Reticulocito

Eritroblastos
Ortocromaticos

Figura 14- Células coletadas no dia 13. As setas indicam a presenca de eritroblastos

ortocromdticos. Também se observa a presenca de nicleo em extrusdo e

reticuldcito. LAmina corada com Leishamn. Aumento de 100x.
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4.1.1- Cultura de persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal

Uma unica cultura de Persisténcia Hereditdria de Hemoglobina Fetal (PHHF)
foi realizada com o objetivo de validar esse sistema de cultura de células CD 34". Se o
método fosse vdlido, conseguiriamos reproduzir in vitro um mecanismo in Vvivo,

caracterizado pelo aumento de gama globina na cultura de PHHF.

A expressdo de gama globina foi maior na cultura de PHHF do que na cultura
controle ao longo da diferenciagdo eritrdide. Esses resultados mostraram que o sistema €

valido, pois reproduziu in vitro o aumento de expressdao de gama globina (Figura 15).

m Controle

1,5 - m Persisténcia

7 dia 10 dia 13 dia
Dias de Cultura

Figura 15- Expressdo do gene gama globina durante a diferenciagdo eritroide em cultura
de células de um individuo normal (Controle) e um paciente com PHHF. O
eixo X representa os dias de coleta das células e o eixo Y as unidades

arbitrarias de expressao (U.A.).
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4.2- Caracterizacao da diferenciacio eritroide na anemia falciforme
4.2.1- Determinacdo da diferenciagdo eritroide

A diferenciacao eritréide foi acompanhada por citometria de fluxo utilizando os
anticorpos anti receptor de transferrina e anti Glicoforina A. Observa-se com a
diferenciacdo que a células que possuem marcacdo anti receptor de transferrina passam a

“ganhar” marcacdo anti Glicoforina A também, indicando maturacdo celular (Figura 16).
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Figura 16- Dot plots de citometria de fluxo. O eixo X representa a marcagdo anti receptor
de transferrina e o eixo Y a marcag¢do anti Glicoforina A. O quadrante superior

direito indica a marcagdo dupla; ambos os anticorpos.
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4.3- Comparacao das expressoes génicas de gama globina, GCs alfa e beta
subunidades, em diferentes etapas da diferenciacio eritréide de cultura de

células CD34" de individuos normais e pacientes com anemia falciforme

A expressao do gene da gama globina foi acompanhada durante a diferenciacao
eritréide, tanto nas culturas controle, como nas de pacientes com anemia falciforme. Foi
observado que o gene gama globina encontra-se significativamente mais expresso nas
culturas falciformes no 13° dia (predominio de eritroblastos ortocromaticos) de
diferenciacgdo eritréide em relacdo ao mesmo ponto das culturas controle. Nos dias 7 e 10
ndo observamos diferencas significativas da expressdo de gama globina nas culturas

falciformes em comparac@o com as culturas controle (Figura 17).

A expressao das subunidades alfa e beta da enzima GCs ndo foi diferente entre

as culturas de pacientes com AF e os controles (Figura 18 e 19, respectivamente).
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7 dias 10 dias

Dias de Cultura

Figura 17- Expressdo do gene gama globina durante a diferenciagdo eritroide em cultura
de células de individuos normais (Controle) e pacientes com anemia falciforme
(Falciforme). O eixo X representa os dias de coleta das células e o eixo Y as

unidades arbitrdrias de expressdo (U.A.). Os valores sdo representados por

13 dias

@ Controle
O Falciforme

média £ EPM. ** p< 0.01 (p=0,0095, n=6). Teste de Mann-Whitney.
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O Controle
| Falciforme

7 dias 10 dias 13 dias
Dias de Cultura

Figura 18- Expressdo do gene GCs alfa subunidade durante a diferenciacdo eritroide em
cultura de células de individuos normais (Controle) e pacientes com anemia
falciforme (Falciforme). O eixo X representa os dias de coleta das células e o
eixo Y as unidades arbitrdrias de expressio (U.A.). Os valores sdo

representados por média + EPM. p>0,05 (n=6). Teste de Mann-Whitney.
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Expressdo do gene GCs beta subunidade durante a diferenciacdo eritroide em
cultura de células de individuos normais (Controle) e pacientes com anemia
falciforme (Falciforme). O eixo X representa os dias de coleta das células e o
eixo Y as unidades arbitrdarias de expressio (U.A.). Os valores sdo

representados por média + EPM. p>0,05 (n=6). Teste de Mann-Whitney.
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4.4- Niveis de nucleotideos ciclicos (GMPc e AMPc) durante a diferenciacao eritréide
de cultura de células CD34" de individuos normais e pacientes com anemia

falciforme

Os niveis de GMPc nas culturas de pacientes com anemia falciforme estdo
significativamente diminuidos ao longo da eritropoese in vitro em comparagdo com as

culturas controle (Figura 20).

Os niveis de AMPc encontram-se aumentados no dia 7 das culturas falciformes
em relacdo as culturas controles, nos demais pontos hd maior concentracio de AMPc na
cultura falciforme, porém devido ao erro padrdo, ndo conseguimos um resultado estatistico

significativo (Figura 21).
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Niveis de GMPc durante a diferenciacdo eritrdide in vitro de individuos
normais (Controle) e pacientes com anemia falciforme (Falciforme). O eixo X
representa os dias de coleta das células e o eixo Y a concentracdo de GMPc
em pmol/ml em 5.10%¢lulas. Os valores sdo representados por média + EPM.

* p<0,05 (n=6). Teste de Mann-Whitney.
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Figura 21- Niveis de AMPc durante a diferenciacdo eritréide in vitro de individuos
normais (Controle) e pacientes com anemia falciforme (Falciforme). O eixo X
representa os dias de coleta das células e o eixo Y a concentracdo de AMPc
em pmol/ml em 5.10%¢lulas. Os valores sdo representados por média + EPM.

* p<0,05 (n=6). Teste de Mann-Whitney.
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4.5- Comparacao das expressoes génicas de PDE 3B, eNOS, CD36, CD49d e CD29 em
diferentes etapas da diferenciacio eritréide de cultura de células CD34" de

individuos normais e pacientes com anemia falciforme

A expressao de PDE 3B foi avaliada ao longo da diferenciacdo eritréide in vitro
de individuos normais e pacientes com anemia falciforme, mas nenhuma diferenca entre os

grupos estudados foi obtida nos diferentes dias de cultura (Figura 22).

A expressdo da eNOS ao longo da diferenciacdo eritréide nio apresentou

nenhuma diferenca significativa entre os grupos estudados (Figura 23).

Em relacdo a expressdo génica das moléculas de adesao CD 36, CD 29b e CD
49 durante a diferenciagao eritréide, nenhuma diferenga de expressao foi obtida em relagdo

as culturas falciformes e as culturas controles (Figuras 24, 25 e 26, respectivamente).
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Figura 22- Expressdo do gene PDE 3B durante a diferenciagdo eritréide em cultura de

células de individuos normais (Controle) e pacientes com anemia falciforme
(falciforme). O eixo X representa os dias de coleta das células e o eixo Y as
unidades arbitrarias de expressdao (U.A.). Os valores sdao representados por

média = EPM. p>0,05 (n=6). Teste de Mann-Whitney.
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Figura 23- Expressdo do gene eNOS durante a diferenciacdo eritréide em cultura de
células de individuos normais (Controle) e pacientes com anemia falciforme
(falciforme). O eixo X representa os dias de coleta das células e o eixo Y as
unidades arbitrarias de expressdo (U.A.). Os valores sdo representados por

média + EPM. p>0,05 (n=6). Teste de Mann-Whitney.
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Figura 24- Expressdo do gene CD36 durante a diferenciagcdo eritroide em cultura de
células de individuos normais (Controle) e pacientes com anemia falciforme
(falciforme). O eixo X representa os dias de coleta das células e o eixo Y as
unidades arbitrdrias de expressdo (U.A.). Os valores sdo representados por

média = EPM. p>0,05 (n=6). Teste de Mann-Whitney.
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Figura 25- Expressdo do gene CD49d durante a diferenciacdo eritroide em cultura de
células de individuos normais (Controle) e pacientes com anemia falciforme
(falciforme). O eixo X representa os dias de coleta das células e o eixo Y as
unidades arbitrarias de expressao (U.A.). Os valores sdo representados por

média = EPM. p>0,05 (n=6). Teste de Mann-Whitney.
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Figura 26- Expressdo do gene CD29 durante a diferenciacdo eritroide em cultura de
células de individuos normais (Controle) e pacientes com anemia falciforme
(falciforme). O eixo X representa os dias de coleta das células e o eixo Y as
unidades arbitrarias de expressdo (U.A.). Os valores sdo representados por

média + EPM. p>0,05 (n=6). Teste de Mann-Whitney.

Resultados

100



4.6- Comparaciao da expressao de gama globina, GCs alfa e beta subunidades em
células CD34" tratada com BAY 41-2272

Uma unica cultura controle foi tratada com 60 nM do composto Bay 41-2272,
ativador de GCs. O composto foi adicionado a uma parte das células no dia 7, e o restante
das células seguiu sem o tratamento com o composto para compararmos a diferenca de
expressdo entre elas. As células foram coletadas no dia 10 e 13 e a expressdo de gama
globina determinada. Os resultados demonstram que a expressdo génica de gama globina
aumentou com o tratamento com Bay cerca de 3x no 10° dia de cultura em relacdo ao
mesmo periodo das células sem o composto. Nenhuma diferenca foi observada em relagcao

ao 13° dia (Figura 27).

Foi avaliada também a expressdao de GCs alfa e beta subunidades. A expressao
génica da subunidade alfa aumentou aproximadamente 2x com o tratamento com Bay no
dia 10 de coleta, enquanto que no dia 13 nenhuma diferencga foi observada (Figura 28). A
subunidade beta de GCs ndo apresentou nenhuma diferenca de expressao génica com o

tratamento com Bay 41-2272 (Figura 29).
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Figura 27- Expressdo do gene gama globina durante a diferenciagdo eritroide em cultura
de células de um individuo normal (Controle). As células foram tratadas no dia
7 com 60 nM de Bay 41-2272 e coletadas nos dias 10 e 13, respectivamente
com as células sem tratamento. O eixo X representa os dias de coleta das

células e o eixo Y as unidades arbitrarias de expressao (U.A.).
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Figura 28- Expressdo do gene GCs alfa subunidade durante a diferenciacdo eritroide em
cultura de células de um individuo normal (Controle). As células foram
tratadas no dia 7 com 60 nM de Bay 41-2272 e coletadas nos dias 10 e 13,
respectivamente com as células sem tratamento. O eixo X representa os dias de

coleta das células e o eixo Y as unidades arbitrdrias de expressao (U.A.).
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Figura 29- Expressdo do gene GCs beta subunidade durante a diferenciacdo eritréide em
cultura de células de um individuo normal (Controle). As células foram
tratadas no dia 7 com 60 nM de Bay 41-2272 e coletadas nos dias 10 e 13,
respectivamente com as células sem tratamento. O eixo X representa os dias de

coleta das células e o eixo Y as unidades arbitrarias de expressao (U.A).
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A hemoglobina S ocorre devido a uma alteragdo molecular no gene da
globina . Uma tUnica mutacdo de ponto no cédon 6 leva a substituicdo do aminoacido
acido glutamico pela valina, levando a formagao da HbS ao invés da HbA. Em individuos
homozigotos, esta hemoglobina anormal polimeriza quando desoxigenada causando
deformacao, enrijecimento, diminui¢do da flexibilidade das células vermelhas, o que resulta
em anemia hemolitica, eventos vaso-oclusivos e asplenia funcional, aumentando a

susceptibilidade a infecgdes.

Apesar da alteracdo molecular ser a mesma em todos os pacientes com AF, uma
grande heterogeneidade clinica é observada nestes pacientes. Varios sdo os fatores que
podem atuar influenciando nos aspectos fisiopatologicos e modular a gravidade do quadro
clinico da AF, dentre os quais se destaca, a presenca de elevados niveis de Hb F

(Costa, 2001).

O NO parece ter papel importante na fisiopatologia da anemia falciforme, uma
vez que a sua biodisponibilidade estd diminuida nesta doenca (Mosseri et al., 1993;
Gladwin & Schechter, 2001). Na célula eritréide o NO ativa GCs que aumenta os niveis de
GMPc e kinases dependentes em GMPc (PKG), sendo responsavel pela expressao do gene
da gama globina e consequentemente a producao de hemoglobina fetal (Cokic et al., 2003).
Além deste provavel mecanismo, outras vias de regulacao sobre y-globina podem modular

a producdo de Hb F.

A GCs ¢ uma enzima heterodimera formada por duas subunidades; a e . A
subunidade alfa tem papel importante na modulacao da fungdo de GCs (Yuen et al., 1994) e
parece estar associada com a expressao do gene da gama globina em cé€lulas eritroides, bem
como GMPc (Ikuta et al., 2001). A presenca do grupamento heme faz com que varios
agentes, particularmente o NO, possam atuar sobre a GCs induzindo a producdo de GMPc
(Denninger et al., 1999). Conran et al. (2004) evidenciaram que hemacias de pacientes com
anemia falciforme tratados ou nao tratados com HU apresentam niveis de GMPc elevados
em relagcdo a individuos normais, sugerindo que o aumento da atividade de GCs nessas
células seja um dos multiplos mecanismos que atuam para o aumento da expressdo de gama

globina na anemia falciforme.
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Entender os mecanismos envolvidos na producao de HbF na AF ¢ importante
pois a hemoglobina fetal dificulta a polimerizagao da HbS. Os niveis de HbF nos eritrocitos
de pacientes com anemia falciforme sdo moderadamente elevados, porém, quando esse
aumento ¢ maior que um determinado nivel, pode ocorrer evolucdo no quadro clinico da

doenca (Rosse et al., 2000).

Foi padronizado neste trabalho o sistema de cultura in vitro, onde células
CD34" de individuos normais e de pacientes com anemia falciforme foram isoladas e
cultivadas na presenga de Epo com o propodsito de estudarmos os possiveis mecanismos
envolvidos no aumento de HbF. Este sistema ¢ valido por mimetizar um ambiente de
diferenciagdo celular e tem a vantagem de constituir uma tnica linhagem hematopoética, no
caso a eritroide. Uma outra técnica de cultura celular descrita por Fibach et al., 1989,
também tem sido utilizada na literatura, porém a presenca de “células contaminantes” como
exemplo, os macrofagos e os linfocitos podem vir a interferir nos resultados finais por
terem em seu citoplasma nucleotideos ciclicos, como o GMPc ¢ o AMPc. Um fato
interessante nesta técnica € que nao ha o processo de switching da HbF pela HbA, ambas as

cadeias globinicas y e B s3o sintetizadas a0 mesmo tempo, durante o desenvolvimento

celular.

Nossos resultados demonstraram que durante a diferenciagdo eritréide in vitro
os niveis de RNAm de gama globina encontraram-se significativamente elevados no 13°
dia (predominio de eritroblastos ortocromdticos) da cultura de pacientes com AF em
relacdo aos controles. Este resultado nos leva a inferir que as células tronco hematopoéticas
dos pacientes com AF provavelmente possuem caracteristicas diferentes as dos controles,
uma vez que ambas sob as mesmas condigdes in Vitro expressaram niveis
significativamente diferentes de gama globina. Uma hipotese ¢ que provavelmente existe
um mecanismo de sele¢do das células tronco com maior producdao de Hb fetal nesses

pacientes e estas proliferam e diferenciam ao longo do andamento da cultura.

A possibilidade da via GCs-GMPc estar envolvida no aumento de expressdo de
gama globina nas células de pacientes com AF foi avaliada neste trabalho. Ikuta et al, 2001,
demonstraram o envolvimento desta via em células K562 e em cultura de eritroblastos

primarios, porém, ambas as células foram tratadas previamente com agentes indutores de
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HbF (Hemina e Butirato). Por esse motivo, procuramos investigar se a atividade da GCs
poderia estar envolvida no mecanismo de aumento de gama globina constitutivo durante a

diferenciagdo eritroide.

Surpreendentemente, os niveis de GMPc encontraram-se significativamente
reduzidos nas culturas falciformes em relagdo as culturas controles. Enquanto que a
expressdo génica de GCs alfa e beta subunidades ndo apresentaram diferengas de expressao
entre falciforme e controle. Estes dados sugerem que provavelmente o aumento de gama
globina nas culturas falciformes seja modulado por outra via. E importante ressaltar, que
avaliamos a expressao génica basal de gama globina das células ao longo da diferenciagao
eritréide, ou seja, nenhuma cultura foi estimulada com compostos indutores de HbF, o que
poderia explicar essa discrepancia. Os resultados deste trabalho representam a primeira
descricao da expressdo basal de gama globina ao longo da diferenciagdo eritroide de

pacientes com anemia falciforme.

Em 2004, Inoue et al., sugeriram uma possivel regulacdo negativa de gama
globina em células K562 tratadas com indutores de HbF pela via do AMPc. Esses agentes
indutores ao ativarem GCs levam ao acumulo intracelular de GMPc, este por sua vez, €
capaz de inibir a atividade da enzima fosfodiesterase 3B responsavel pela degradagdo de
AMPc, consequentemente aumentando os niveis intracelulares de AMPc o qual
provavelmente regula negativamente a expressao de gama globina via PKA. Os niveis de
AMPc foram determinados durante a diferenciagdo eritroide de pacientes com AF e
controles, como resultado obtivemos que os niveis de AMPc encontram-se aumentados
significativamente no 7° dia da cultura de pacientes com AF em relacdo as culturas
normais. Nos demais pontos também houve um aumento em relacdo ao controle, porém,
estes dados ndo foram estatisticamente significativos. E importante mencionar que
Keefer et al., 2006 demonstraram um papel importante para o AMPc em aumentar nos
niveis de HbF em cultura de células CD34" de individuos normais, tratadas com
hidroxiuréia, 5-azacitidina e butirato de s6dio em um Unico ponto de coleta, no entanto, a
técnica utilizada pelo grupo foi bem distinta da utilizada neste trabalho. Os niveis de AMPc
que foram observados nas culturas de pacientes com AF sugerem a participacao deste
nucleotideo ciclico num possivel mecanismo em elevar os niveis de gama globina, sendo

este o primeiro trabalho a descrever esse fato.

Discussdo

109



Devido ao aumento dos niveis de AMPc encontrados nas culturas de pacientes
com AF, foi avaliado o nivel de expressdo génica ao longo da diferenciacdo eritréide do
gene PDE 3B. Como descrito no trabalho de Inoue et al., 2004, a enzima PDE 3B ¢
responsavel pela degradacdo de AMPc e pode ser inativada na presenca de altas
concentragdes de GMPc permitindo o acimulo de AMPc nas células da linhagem eritroide
0 que poderia contribuir para a atividade do gene da gama globina. Desta forma, foi
avaliado a expressdo de PDE 3B entre as culturas falciformes e controles ao longo da
diferenciagdo eritroide, visto que os niveis de AMPc sdo diferentes entre elas. Porém nao
foram encontradas diferengas estatisticamente significativas de expressdo entre os grupos

estudados.

Kleinbongard et al., 2006 demonstraram que as células vermelhas expressam
uma enzima eNOS funcional. Como o NO (sintetizado pela eNOS) ativa GCs produzindo
GMPc, foi avaliada, a expressdo da eNOS durante a diferenciagdo eritréide. No entanto,
ndo foi encontrada nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre as culturas de
pacientes com anemia falciforme e individuos normais, sugerindo que a eNOS ndo
participaria como um fator indutor do aumento de gama globina e da diminui¢ao dos niveis

de GMPc durante a diferenciacao eritréide neste modelo experimental.

Também foi avaliada a expressdo génica das principais moléculas de adesao
envolvidas no processo de vaso-oclusdo, uma vez que, relatos da literatura demonstram a
importancia dessas moléculas na doenga falciforme. Foram estudadas as moléculas de
adesdao CD36, CD49d e CD29 ao longo da diferenciagao eritroide de pacientes com AF e
individuos normais. Nenhuma destas moléculas apresentou diferencas de expressdao génica
em relacdo as culturas controles. No entanto, Gambero et al., 2007 evidenciaram que
reticulécitos de pacientes falciformes apresentavam niveis de expressdo aumentados em
relacdo a de controles. Uma possivel explicagdo para este resultado pode ser o micro
ambiente de cultivo celular, ou seja, durante o processo de diferenciacao celular que ocorre
a 37°C, nao ha condi¢do de hipdxia, presenga de citocinas inflamatdrias ou outros fatores
que gerem dano oxidativo, o que o torna bem diferente do micro ambiente in vivo dos
pacientes com AF. E sabido que pacientes com AF apresentam niveis aumentados de

citocinas e mediadores inflamatérios como IL-8, TNF-alfa e PGE-2 (Lanaro et al., 2006),
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que provavelmente possam modular também a expressao génica das moléculas de adesao

quando na circulagdo sanguinea.

Outro trabalho realizado em nosso laboratério (Almeida et al., observagdes nao
publicadas) demonstrou que células K562 quando tratadas por 48 horas com o composto
Bay 41-2272, tiveram os niveis de expressdao de gama globina aumentados em relacdo as
células sem tratamento com concomitante aumento nos niveis de GMPc. O mecanismo de
acdo deste composto ocorre através da ligagdo a subunidade alfa de GCs na regido das
cisteinas (Cys) 238 e 243 com conseqiiente conversao de GTP em GMPc, independente de
NO. Uma cultura controle foi tratada com 60 nM de Bay. A expressdo de gama globina nas
células tratadas com Bay aumentou cerca de 3x no 10° dia de cultura, indicando que o
composto foi eficaz em elevar os niveis de RNAm de gama globina. A expressdao de GCs
alfa subunidade aumentou aproximadamente 2x com o tratamento com Bay no dia 10 de
coleta, sugerindo que esta via foi ativada. A subunidade beta de GCs ndo apresentou
nenhuma diferengca com o tratamento com Bay 41-2272, como esperado. Enquanto a via
GCs-GMPc parece ndo estar envolvida no aumento da expressdo constitutiva de gama
globina em pacientes com AF, a ativagdo farmacoldgica (Bay 41-2272) desta via parece
capaz de aumentar gama globina apoiando o trabalho de Ikuta et al. 2001 e realgando a

complexidade dos mecanismos envolvidos na produgdo de HbF.

Tomados em conjunto, os dados deste trabalho resultam no primeiro estudo que
compara o perfil de expressdo génica basal de gama globina ao longo da diferenciacio
eritréide de pacientes com AF e controles, sugerindo uma possivel participagdo dos
nucleotideos ciclicos (principalmente AMPc) na regulagcdo deste gene. Provavelmente, as
células tronco dos pacientes com AF sdo constitutivamente diferentes as dos controles ou
ha uma selecdo entre as células F com maior producdo de HbF e estas proliferam e
diferenciam ao longo do andamento da cultura, estabelecendo esse perfil. O esclarecimento
da participagdo destes nucleotideos ciclicos neste processo de diferenciagao pode contribuir
para o entendimento dos mecanismos envolvidos no aumento da HbF e eventualmente para
a fisiopatologia da anemia falciforme e identificagdo de novos alvos para a regulacdo

farmacolédgica da hemoglobina fetal.
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Este € o primeiro estudo que compara diferenciacao eritréide de pacientes

com anemia falciforme e individuos normais;

Os niveis de RNAm de gama globina estdo mais expresso nas culturas de
pacientes com anemia falciforme no dia 13 (predominio de eritroblastos

ortocromaticos);

Os genes da PDE3B e eNOS provavelmente nao participam da regulagcao

dos niveis de gama globina ao longo da diferenciacao eritréide;

A via do GMPc néo tem participagdo direta no aumento dos niveis de RNAm
de gama globina em cultura de células CD34" in vitro de pacientes com

anemia falciforme;

O ativador de GCs independente de NO (Bay 41-2272) induz aumento nos
niveis de RNAm de gama globina e GCs alfa em cultura de células CD34" de

individuos normais;

A via do AMPc pode estar envolvida na modulacdo da expressao gé€nica de
gama globina porém experimentos futuros sdo necessarios para o

esclarecimento deste mecanismo.
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ANEXO 1

Formulario de Consentimento Livre e Esclarecido
(pacientes)
Carta de consentimento livre e esclarecido para participa¢ao no estudo
“Expressao de GCs e producao de GMPc durante a diferenciacao eritrocitaria de

pacientes com anemia falciforme”

RG: Grau de parentesCO: ..ocvuuvieeerriiieeeriiieeeerieeeeeriieeeeerieeee e

ENAETECO! ...ttt ettt ettt e st e st e s e e

Aceito participar do estudo proposto, no qual fornecerei uma amostra de
sangue (volume 50 ml) a ser colhida em veia de um dos bracos. Estou ciente de que este
sangue serd utilizado para um projeto de estudo das vias metabodlicas de pacientes com
hemoglobinopatias que tem como objetivo comparar o perfil das expressdes GCs e gama
globina e a producdo de GMPc durante as diferentes etapas de diferenciacdo das células
eritréides de pacientes com anemia falciforme e individuos normais em cultura de células
de duas fases. No Brasil a AF afeta grande nimero de individuos (1500 nascimentos por
ano), e resultados anteriores indicaram que os niveis basais de GMPc sao aumentados nas
hemi4cias de pacientes com anemia falciforme, indicando um aumento no metabolismo de
NO nestas células. Considerando esse aumento na producdo de GMPc em eritrécitos de
pacientes com anemia falciforme e a divida das recentes descobertas que a produgdo de

GMPc possa estar envolvida no aumento da producdo de HbF nas células da linhagem
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eritrocitdria, viemos entdo a realizar esse projeto, uma vez que ele pode contribuir para o
melhor entendimento do mecanismo fisiopatologico e de forma indireta para a melhoria da
terapia da anemia falciforme. A participacdo de individuos sadios na pesquisa ndo implica
em nenhum beneficio para os mesmos, uma vez que servirdo apenas como controles
normais de GMPc e expressdo de GCs e gama globina. Estou ciente que os riscos do
procedimento sdo 0s mesmos que terei com a coleta das amostras venosas de rotina

~ 00

(hematoma (“roxiddo”) no local da puncdo venosa, processo infeccioso local). Sei que
posso sair do estudo a qualquer momento e que isto ndo vai prejudicar o meu tratamento na
UNICAMP. Sei ainda que meus dados serdao mantidos em sigilo pelo pesquisador.

Se tiver qualquer ddvida sobre o estudo poderei procurar pela Carolina
Lanaro (F: 3521-8734, pesquisadora responsdvel pelo estudo) ou o Prof. Dr. Fernando
Ferreira Costa (F:3521-8734, orientador responsdvel pelo estudo), Hemocentro,
UNICAMP. Qualquer reclamacido sobre o procedimento do estudo poderei procurar a
secretaria do Comité de Etica da FCM, UNICAMP, Fone: 3521-8936.

Eu li/ouvi o conteido deste termo e recebi esclarecimentos sobre as minhas

davidas oralmente.

Assinatura do pesquisador legal

Campinas, ......./ ......./c......
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ANEXO 2
Formulario de Consentimento Livre e Esclarecido
(voluntarios)

Carta de consentimento livre e esclarecido para participacao no estudo “Expressao de GCs
e producio de GMPc durante a diferenciacao da linhagem eritrocitaria de pacientes

com anemia falciforme”

NOIME O VOLUNTATIO! weeeeeeeeeeiieeteeee ettt ettt ettt e e e e e e e teeaaeeeeeseeeteaaaasaeseseeesenssannaseseeerenes

Aceito participar do estudo proposto, no qual fornecerei uma amostra de sangue
(volume 50 ml) a ser colhida em veia de um dos bracos. Estou ciente de que este sangue
serd utilizado como controle para compara¢do num projeto de pesquisa de estudos de via
metabolicas de pacientes com hemoglobinopatias, que tem como objetivo comparar o perfil
das expressdes GCs e gama globina e a producao de GMPc durante as diferentes etapas de
diferenciacdo das células eritrdides de pacientes com anemia falciforme e individuos
normais em cultura de células de duas fases. No Brasil a AF afeta grande nimero de
individuos (1500 nascimentos por ano), e resultados anteriores indicaram que os niveis
basais de GMPc sdo aumentados nas hemadcias de pacientes com anemia falciforme,
indicando um aumento no metabolismo de NO nestas células. Considerando esse aumento
na producdo de GMPc em eritrdcitos de pacientes com anemia falciforme e a duvida das
recentes descobertas que a producdo de GMPc possa estar envolvida no aumento da
producdo de HbF nas células da linhagem eritrocitdria, viemos entdo a realizar esse projeto,
uma vez que ele pode contribuir para o melhor entendimento do mecanismo fisiopatoldgico
e de forma indireta para a melhoria da terapia da anemia falciforme. A participacdo de

individuos sadios na pesquisa ndo implica em nenhum beneficio para os mesmos, uma vez
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que servirdo apenas como controles normais de GMPc e expressao de GCs e gama globina.
Estou ciente que os riscos do procedimento sdo hematoma (“roxidao”) no local da punc¢ao
venosa e processo infeccioso local. Sei que posso sair do estudo a qualquer momento. Sei
ainda que meus dados pessoais serdo mantidos em sigilo pelo pesquisador. Qualquer divida
sobre o estudo poderei procurar pela Carolina Lanaro (F: 3521-8734 pesquisadora
responsavel pelo estudo) ou o Prof. Dr. Fernando Ferreira Costa (F: 3521-8734, orientador
responsavel pelo estudo), Hemocentro, UNICAMP.

Qualquer reclamacdo sobre o procedimento do estudo poderei procurar a
secretaria do Comité de Etica da FCM, F: 3521-8936.

Eu li/ouvi o conteido deste termo e recebi esclarecimento sobre as minhas

davidas oralmente.

Assinatura do voluntario

Assinatura do pesquisador legal

Campinas, ......... Lo, R
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Solucoes utilizadas

Solucdo de PBS

NaCl 8,0g
KCl 0,2g
Na,HPO4 1,44¢
KH,PO, 0,24¢
H,O q.s.p. 1000ml

Ajustar o pH para 7,2 com HCI e filtrar em filtro estéril antes do uso.

Solucao de PBS + ACD+ BSA
NaCl 8,0g

KCl 0,2g
Na,HPO4 1,44¢g
KH,PO4 0,24¢

BSA 0,5%

ACD 0,6%

H,0 q.s.p. 1000ml

Ajustar o pH para 7,2 com HCI e filtrar em filtro estéril antes do uso.

Tampao de lise

NH.Cl 8,3g
KHCO;3 1,0g
H,O q.s.p. 1000ml

Filtrar a solucdo em filtro estéril antes do uso.
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