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RESUMO

As sindromes talassémicas constituem um grupo heterogéneo de doengas genéticas
causadas por muta¢Ses que afetam a sintese de uma ou mais cadeias globinicas, designadas
de acordo com o tipo de cadeia cuja sintese esta prejudicada, Nas P-talassemias ocorre
supressio parcial ou total das cadeias B, o que provoca o excesso de subunidades livres de
a~globinas instaveis, insoliveis ¢ formam agregados chamados corpos de inclusdo,
responsaveis pela destrui¢Zo de precursores eritroides. Os homozigotos para a B-talassemia
que apresentam anemia grave, necessitam de transfusdes sangiiineas regulares, o que
produz acamulo de ferro no organismo, afetando principalmente o figado, o coragéio e as
glandulas endocrinas.

Recentemente foi descrito o gene AHSP (4lpha Haemoglobin Stabilizing Protein)
que pode ter participa¢do na sintese de hemoglobina. A proteina produzida por este gene
forma um complexo estavel quando ligado a a~globinas livres, funcionando como uma
chaperona molecular evitando a precipitacio das cadeias nas celulas. O papel desta
proteina nas sindromes talassémicas ainda nio estd esclarecido, embora haja evidéncias de
que ela possa desempenhar fungio importante quando existe excesso de cadeias o como
nas [3-talassemias.

Com base nesses dados, propomos o estudo do efeito da supressdo da expressdo do
gene AHSP em células da linhagem eritroleucémica humana K562 (ATCC), através do
silenciamento génico por interferéncia de RNA e em culturas de células mononucleares do
sangue periférico de individuo portador da mutacdo no codon 75 do gene AHSP, para
analise durante a diferenciagio celular. As células mononucleares do individuo mutante e

do controle foram obtidas a partir do sangue de doadores voluntarios no ambulatério do

xiil



Hemocentro da UNICAMP e foram submetidas a um sistema de cultura de células em duas
fases.

Através dos resultados obtidos foi possivel observar que niio houve a interferéncia
esperada do gene AHSP nas condigdes testadas.

Os resultados obtidos também demonstraram expressio diferencial no gene AHSP na
presenga da mutacdo no codon 75 que talvez esteja relacionada com a evolugdo clinica na
P-talassemia. ‘Estes dados sugerem uma importante fungio do gene AHSP durante a

diferenciagio eritréide.
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ABSTRACT

Thalassemia syndromes are a heterogeneous group of genetics diseases caused by
mutations that affect the synthesis of one or more hemoglobin chains. In B-thalassemia
partial or total suppression of B - chains occurs, provoking the excess of free o-globin
chains, which are insoluble and form aggregates called inclusion bodies, responsible for
the destruction of erythrocyte precursors. Homozigotes for P-thalassemia that present
serious anemia, need regular blood transfusions, leading to the accumulation of iron in the
orgamsm, affecting mainly the liver, the heart and the endocrine glands.

Recently the AHSP gene was described which may have a participation in
hemoglobina synthesis. The protein produced for this gene forms a stable complex with
free o-globin, functioning as molecular chaperone. The role of this protein in the
thalassemia syndromes hass still not been determined, although it may e predicted that it
may play an important function when an excess of chains exists as in the p-thalassemias.

Based on these data we investigated in this project the effect of the suppression of the
expression of AHSP by RNAi gene silencing in the human leukemic cell line, K562
{(ATCC) and in cultures of mononuclear cells of the peripheral blood derived from donor
with AHSP mutation at codon 75, for analysis during the cellular differentiation. For the
analysis of the cellular differentiation, the cells, obtained from the blood of volunteers at
the Hematology and Hemotherapy Center of the UNICAMP will be submitted to a system
of culture of cells in two phases.

These results demonstrated that it was not possible obtain interference of the

expression of AHSP.




These results also demonstrated differential expression in the AHSP gene when the

mutation at codon 75 was presented and maybe was related with the clinical evolution in

B-thalassemia. Based on this data, we proposed an important function of AHSP gene

during the erythroid differentiation.
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As hemoglobinas humanas sdo tetrimeros constituidos por duas cadeias
polipeptidicas de globinas alfa (a e {) e duas cadeias ndo alfa (B, 3, vy e &), cada uma
contendo um grupo prostético heme e um derivado porfirinico contendo radical Fe™, que
se liga reversivelmente & molécula de Oy, formando a oxihemoglobina, responsavel por seu
transporte ¢ transferéncia para os tecidos. A combinagdo da hemoglobina com o CO,
produzido nos tecidos resulta na formacfio, também reversivel, da carboxihemoglobina,
Essas combinagGes entre O; e CO; com o grupo heme ocorre em células especificas
denominadas hemacias, eritrocitos ou globulos vermelhos (Hoffman, 1991).

A sintese das cadeias globinicas é controlada por genes distintos, distribuidos em
dois agrupamentos (clusters): o agrupamento o, composto por genes que codificam as
cadeias a e {, compreende uma regifo de 30 kb no brago curto do cromossomo 16; e 0
agrupamento B, composto por genes que codificam as cadeias B, 8, vy e & com
aproximadamente 50Kb, localizados no braco curto do cromossomo 11 (Figura 1A). De
acordo com a composicio desses agrupamentos tem-se a formagio dos diferentes tipos de
hemoglobinas.

Para que o tetrdmero formado seja funcional, a expressdo génica dos clusters o e B
deve ocorrer de forma balanceada nos diferentes estagios do desenvolvimento humano: no
estagio embrionario, quando s3o sintetizadas as hemoglobinas Gower I (Goe2), Gower 11
(02€2), € Portland T ({av2); no periodo fetal em que ocorre a produgdo da hemoglobina fetal
{(c2v2) e durante a vida adulta quando sio produzidas as hemoglobinas A (t:B2) e Az (0:8,).
A substituicgo do predominio de um tipo de hemoglobina por outro ocorre de forma

sincronizada, fendmeno denominado Switching (Figura 1B).

Introducio
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Figura 1 - Desenvolvimento Ontogenético Normal das Cadeias Globinicas.
(A) Composiglo e disposigdo dos genes nos clusters da o, e B globina; (B) Producio

das cadeias globinicas durante os estagios de desenvolvimento (Weathedrall, 2001).

Em individuos normais predomina a hemoglobina A (HbA) que constitn 95% do
total da hemoglobina celular, enquanto a hemoglobina A, (HbA;) ¢ detectada em niveis
entre 2 e 3% e a hemoglobina fetal (HbF) entre 0 e 1% (Stamatoyannopoulos, 1994),

As hemoglobinopatias sdo distrbios hereditarios causados por mutacdes nos genes
responsaveis pela produgio das cadeias globinicas. Genericamente, podem ser
classificadas como: alteragBes estruturais - que afetam o polipeptideo da globina sem afetar
sua sintese, com a formagdo de hemoglobinas estruturalmente anémalas no interior das
hemacias, alteragdes na sintese - ocorre a supressio parcial ou total da producio de uma ou

Introducdo
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mais cadeias polipeptidicas; e as alteragbes que resultam na produgdo persistente de
cadeias gama durante a vida adulta, denominada Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina
Fetal (PHHF) (Forget, 1998).

As sindromes talassémicas constituem um grupo heterogéneo de doengas genéticas
causadas por mutagdes que afetam a sintese de uma ou mais cadeias globinicas, sendo

designadas de acordo com o tipo de cadeia cuja sintese esta prejudicada (talassemia o, B, v,

5B ou 8By). A redugio ou auséncia total de uma das cadeias leva, nos homozigotos, ao
acumulo da outra cadeia que compde o tetrimero, causando sua precipitagdo no interior
das hemdcias, e conseqiiente destruigdo precoce dessas células (Weatherall, 2001).

Varias alteragSes génicas podem levar a uma reducdo da sintese de uma das cadeias
de globina, como grandes delegdes, pequenas delegdes, inser¢des ou mutagSes pontuais
com conseqiiéncias diferentes de acordo com a regifio do gene atingida (Zago, 2004).

Na B-talassemia, ha diminuicio ou auséncia de produgio da cadeia B, que leva ao
excesso de cadeias o e conseqiientemente 4 formacio de agregados nos eritroblastos, que
causam lesGes na membrana e comprometem o metabolismo celular, causando sua morte
(Weatherall, 2001 e Zago, 2004).

Miele, Manson ¢ Clinton (2001) descreveram um RNAm de aproximadamente 501pb
responsavel pela sintese de uma proteina de 102 aminodcidos, com expressao relacionada 2
atividade hematopoética. O gene inicialmente denominado EDRF {Erythroid
Differentiation-Related Factor) foi isolado a partir de eritroblastos de rato e de medula
Ossea humana.

Kihm ef al., (2001), investigando o fator de transcricio GATA-1, que se acredita

fazer parte da regulagdo génica durante o desenvolvimento das células da linhagem

Introducdo
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eritroide (Takahashi ef al., 1999 e Tang et al, 2001), identificaram uma possivel funcio
como estabilizador de o-globinas instaveis para o gene EDRF, renomeado como AHSP
(dlpha Haemoglobin Stabilizing Protein).

A proteina possivelmente seria requerida para estabilizar a-globinas, direcionando-as
na ligagio com PB-globinas para a sintese de hemoglobina, formando um complexo estavel
quando ligado a a-globinas livres, funcionando como uma chaperona molecular, classe
especial de proteinas cuja fungio € permitir que os polipeptidios recém-sintetizados
adquiram sua estrutura final ativa ao interagir com o peptidio nascente (Ellis ef af, 1991)

(Figura 2).

Corpos de Inclusio

O A

E Excesse de Cadeiasc
Cluster dae: -globing e, A S

FPrecipitagio de Cadeiasor

Csso‘mo}ﬁmmo 16

Hemdcia Normat

Cluster dap globina

Cromossomo Humano 11 Kihm, etal., 2001

Figura 2 - Mecanismo de a¢do da AHSP.

Embora ndo seja ainda totalmente esclarecida a razio pela qual o gene da AHSP
liga-se especificamente as cadeias de o-globinas, ndo interagindo com cadeias B ou com a
hemoglobina A (Gell et al, 2002), recentemente foi identificado através de estudos

bioquimicos, o mecanismo molecular através do qual a AHSP estabiliza as a-globinas
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evitando a citotoxicidade causada pela precipitagio das cadeias (Feng et al, 2004). E
previsivel, portanto que esta proteina tenha algum papel na fisiopatologia das sindromes
talassémicas.

Dos Santos ef al. (2004) demonstraram que a AHSP esta sendo constantemente
expressa durante a diferenciagdo celular, possivelmente promovendo a estabilidade de
cadeias o, confirmando uma importante funcio da AHSP durante a eritropoese, tendo sua
expressao aumentada em estagios celulares com alto metabolismo de hemoglobina,
Identificou também uma mutagdo no coédon 75 que resulta na substituicdo de uma
Asparagina (AAC) por uma Isoleucina (ATC). A troca de aminoscido pode modificar a
conformacio da proteina e conseqilentemente gerar instabilidade protéica ou causar
inativagdo dos sitios de ligagio das cadeias o (Dos Santos, 2004).

Kong et al., (2004) propuseram uma fungio essencial para AHSP, na eritropoese
normal, através de estudos bioquimicos realizados em ratos desenvolvidos para nio
expressar AHSP. Observou-se que os eritrocitos continham precipitados de hemoglobina e
danos oxidativos exibindo apoptose aumentada. Demonstrando-se também que mudancas
na expressdo da AHSP poderiam interferir no mecanismo fisiopatologico da B-talassemia,

Fire e Mello (1998) observaram pela primeira vez em Caenorhabditis elegans um
metodo de silenciamento especifico de genes através RNA dupla fita (dsRNA), detectando
a diminuicdo da expressdo do gene homologo ao dsRNA com a transfecglio de poucas
moléculas dupla fita. Este processo de silenciamento génico foi entdo denominado
interferéncia de RNA (RNAI), mecanismo pelo qual uma molécula de RNA dupla fita ¢
capaz de induzir o silenciamento génico em plantas e animais, através da degradacdo da
molécula de mRNA homoéloga ao gene que se quer silenciar. (MacManus, 2002; Chiu,

2002 e Elbashir, 2001,
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O mecanismo de a¢io do silenciamento por RNAI consiste basicamente de duas
etapas principais: fragmentaciio de uma molécula de dsRNA em moléculas de siRNA
(short interfering RNA), por um complexo enzimatico formado por uma ribonuclease
ATP-dependente, e transferéncia dessas moléculas de siRNA para um segundo complexo
enzimatico, no qual irdo direcionar a destruigio do mRNA. Os siRNAs irfo intermediar a
interferéncia génica, por guiar o complexo RISC (RNAi-Induced Silencing Complex).

Em mamiferos inicialmente observou-se que a presenca de moléculas de dsRNA de
longa extensao era capaz de desencadear uma resposta imunologica inespecifica, pela
ativagdo da proteina PKR (Responsive Protein Kinase), inibindo a tradugdo de proteinas
pela fosforilagio da subunidade o do fator iniciador da tradugdo (EIF2c) (Brummelakamp,
2002 e MacManus, 2002), resultando na supressio geral da sintese protéica e causando
apoptose celular. A PKR € responsavel também pela ativagio direta da 2’ 5’oligoA
sintetase, enzima que sintetiza oligoadenilatos, e indireta da enzima RNase L, componente
central do mecanismo de degradagio de RNA (Bast, 2000 e MacManus, 2002). Pesquisas
realizadas com células de mamiferos determinaram o uso de oligonucleotideos com até 30
pb com seqiiéncia complementar ao gene alvo para o silenciamento (Brummelakamp,
2002; MacManus, 2002 e Sui, 2002).

A RNAI ¢ extremamente eficaz em células de mamiferos (Elbashir, 2001 ¢ Wilda,
2002). A analise de células eritroides em que a produgdo da proteina AHSP esteja
suprimida ou reduzida, ou alternativamente a analise da producdo da proteina AHSP
estruturalmente anormal é muito importante para esclarecer a fungéo real desta proteina na

eritropoese.
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Muitas doengas hematologicas resultam da delegfio, mutacio ou auséncia da fungdo
do gene. A aplicagio da RNAi em células humanas pode permitir futuramente sua

utilizag8o em intervengdes terapéuticas (Wang, 2003; Cioca, 2003 e Oliveira, 2003).

Que seja do nosso conhecimento, ndo existem dados da literatura abordando estes
dois aspectos, principalmente em células humanas. Assim, estudos de supressdo de
expressdo génica com o emprego da RNAI ¢ a anélise do comportamento do gene AHSP
com a muta¢do descoberta por Dos Santos (2004) sdo fundamentais para o conhecimento

do papel da AHSP em hemoglobinopatias.
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Os objetivos deste trabatho foram:

1. Induzir o silenciamento do gene AHSP e analisar a formacio de hemoglobina ¢

precipitagdo de cadeias u-globinas em células de linhagem eritréide humana.

2. Analisar a expressio do gene AHSP e da o-globina na diferenciacdo de células
eritroides humanas em amostra com a mutagdo no codon 75 do gene AHSP,

identificada por Dos Santos (2004), utilizando o sistema de cultura em duas fases.
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1. SILENCIAMENTO GENICO POR INTERFERENCIA DE RNA

1.1. Construgio do vetor de expressio contendo a seqiiéncia interferente
1.1.1. Sintese das fitas de dsRNA

A seqli€éncia proposta nesse projeto contém 63 nucleotideos de extensdo, distribuidos
como sugerido pelo fabricante do vetor que foi utilizado, em: 19 nucleotideos, formando
uma seqiiéncia homologa ao mRNA do gene da AHSP (Figura 3); 19 nucleotideos,
formando uma seqiiéncia complementar & primeira; uma sequéncia intercalar a estas, com
9 nucleotideos de extensfio, conmhecida como “loop”, e seqiiéncias situadas nas
extremidades, referentes as enzimas de restricio BamH I ¢ Hind IIL. Uma seqtiéncia de 6
nucleotideos T préximas ao final da molécula de SiRNA funcionars como um sinal de
finalizacdo para a enzima RNA paol III. A sequéncia 5'-GGAA-3" presente por Gltimo na
fita Forward tem por objetivo otimizar o silenciamento génico, funcionamento ainda ndo
esclarecido pelas pesquisas j4 realizadas.

Os oligonucleotideos foram sintetizados pela empresa MWG e estdo listados na
tabela 1. Foram escolhidas duas seqiiéncias: uma especifica para o gene da AHSP, que ndo
apresentou homologia com outras seqiiéncias dos genes expressos nas células utilizadas

durante o estudo (Brummelkanp, 2002 e Sui, 2002), e outra complementar a primeira.

Tabela 1 - Seqiiéncias de oligonucleotideos para formar o dsRNA.

Os oligonucleotideos foram hibridizados para formar o dsRNA e clonados no vetor
de expressio.

Forward GA'TCCCGA(}CGAGACAAGGCTC“{GC?TCAAGAGAGCAGAGCCTTGTCTCGCTC] ITTITGGAA

Reverse AGCTTTCCAAAABAGAGCGAGACAAGGCTCTGCTCTC TTGAAGCAGAGCCT TG TCTCGOTCAG
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1.1.2. Anelamento dos oligonucleotideos por hibridizacio

Os oligonucleotideos foram construidos com base na analise da seqiiéncia génica
feita no BLAST (http://@ww.ncbi.nlm.m‘h.gov/BLAS]) e sua hibridizagio realizada a partir
da preparagdo de 50ml de uma solugio contendo 46ml do reagente de liga¢do formnecido
pelo kit do vetor de expressio ¢ 2mi de cada uma das dilui¢des de oligonucleotideos nas
concentracdes de Ipg/pl. A solucdo foi submetida a uma temperatura de 90°C por 3

minutos e resfriada gradualmente até 21°C por 3 horas.
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Figura 3 - Seqiiéncia Génica do AHSP.,
(A) Representagio grafica da seqiiéncia gendmica do AHSP; (B) Representacio

grafica da seqiéncia do mRNA do AHSP; (C) Seqiiéncia do mRNA do AHSP com a
representagdo: primers para amplificagio e sequenciamento (verde), molécula derivada
para utilizacdo no RNAi (rosa); codon 75 mutante (laranja), substituicio de uma

Asparagina (AAC) por uma Isoleucina (ATC).
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1.1.3. Clonagem do dsRNA no vetor de expressio

O fragmento de dsRNA com a seqiiéncia codificadora da proteina de interesse foi
inserido no vetor de expressio em mamiferos pSilencer 2.0-U6 (Ambion). Este plasmidio
comercial contém o promotor U6 Polimerase III e um gene de resisténcia & penicilina
(Figura 4). O produto da hibridizacdo foi diluido para uma concentragio de Iug/ul,
segundo as recomendagbes do fabricante do vetor. A reagdo de ligagio consistiu em uma
mistura de 1pd do produto da hibridizaco com 1ul do vetor, 1} da enzima T4 DNA ligase
(Amersham Pharmacia Biotech), 1ul de tampdo ligase 10X (Amersham Pharmacia
Biotech) e agua deionizada para um volume final de 10pl. A reagio foi incubada por 16

horas a 37°C.

- $6 Fromoter

pSilencer 2.0-U6
3130 bo

%,
&

AN

Wl

Figura 4 - Vetor de expressio pSilencer 2.0-U6.

A regido em destaque corresponde ao sitio de insergio do dsRNA.
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1.2, Transformacio

A transformacio em bactéria foi realizada misturando-se 10ul da reagdo de higagdo
com 200pl de bactéria competente da linhagem Escherichia coli DH5q. A mistura foi
deixada no gelo por 5 minutos, depois incubada por 90 minutos a 42°C e novamente
deixada no gelo por 5 minutos. Apéds este tempo, 800u! de meio LB (NaCl 10mM 0,5% de
extrato de levedura e 1 % de triptona) foram acrescentados e as céhulas foram incubadas a

37°C por 1 hora sob agita¢do de 300 RPM.

Em seguida 200ul da cultura de bactérias foram inoculados e espathados com alga de
Drigalski em placas de Petri contendo meio sélido LB (NaCl 10mM 0,5% de extrato de
levedura, 1 % de triptona e agar 15g/1 ) com o antibidtico ampicilina na concentrago de
100pg/ml, para selegdo das coldnias transformantes. As placas foram incubadas a 37°C por

16h.

1.3. Extracfio do DNA plasmidial

Colonias bacterianas resistentes 4 selecio pelo antibidtico ampicihna foram
inoculadas em aliquotas de 2ml de meio Circle Grow (Bio 101) contendo 2ml de
ampicilina, e incubadas durante 16 horas a 37°C sob agitagdo de 220 RPM. Apos este
periodo, transferiu-se Iml das células para tubos eppendorfs, procedendo-se com a
centrifugacio a 12000 RPM por 20 segundos a -4°C. Ao precipitado adicionou-se 100ul de
solugdo T (EDTA 0,5M, pH 8 e Tris-HCl 1M, pH 8) e apds 5 minutos em temperatura
ambiente adicionou-se 200m! de solugiio IT (NaOH 10N e SDS 10%) e os tubos foram

homogeneizados por inversao e deixados por 5 minutos no gelo.
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Depois foram adicionadas 150ml de solugdo IIT (KOAc e acido acético glacial) e os
tubos foram invertidos cuidadosamente por 10 segundos e deixados por 5 minutos no gelo.
Em seguida os tubos foram centrifugados a 12000 RPM por 3 minutos a -4°C. O
sobrenadante foi transferido para novo tubo e adicionou-se 800ml de etanol absoluto
gelado. A mistura foi incubada por 2 minutos & temperatura ambiente no escuro. Depois se
precipitou 0 DNA por centrifugagdo a 12000 RPM por 2 minutos a —4 °C.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado pela adicio de Iml de
etanol 70% e centrifugacdo a 12000 RPM por 1 minuto a -4°C. Apds a remogdo do
sobrenadante, o precipitado foi deixado a temperatura ambiente de um dia para o outro

para evaporar o etanol e depois ressuspendido em 50ml de 4gua estéril.

1.4. Reagéio de PCR para confirmaciio da construcio

Foi realizada uma ampliagdo génica por Reacdo em Cadeia da Polimerase {PCR) da
seguinte forma: para um volume final de reagdo de 20pl, foram adicionados 1ul do DNA
plasmidial {mini-prep), 2ul de tampdo 10X, 125uM de cada dNTP, 1.6mM de MgCl,,
2400M  dos primers T7 e pSilencer2.0 (Invitrogen), 0,06U da enzima Tag DNA

polimerase. Os primers utilizados estdo relacionados na tabela 2.

A PCR foi realizada em termociclador automatico GeneAmp® PCR System 9700
(PE Applied Biosystems), num programa que consistiu em: desnaturagdo inicial de 5
minutos a 94°C, seguida de 30 ciclos de 25 segundos a 95°C para desnaturagdo, 35
segundos a 63°C para anelamento e 40 segundos a 72°C para extensdo. Ao término dos

ciclos, a reagdo permaneceu a 72°C durante 7 minutos para extensio final.
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O produto amplificado foi submetido 3 eletroforese em gel de Agarose 2%

(Invitrogen), corado com brometo de etidio e visualizado sob luz ultravioleta.

Tabela 2 - Seqiiéncia dos primers utilizados na PCR e seqiienciamento para
confirmacio da construcio.

T7 TTATACGACTCACTATAGGG

PSilencer 2.0 AGGCGATTAAGTTGGGTA

L.5. Seqiienciamento de DNA

A construgdo foi confirmada por seqiienciamento automatico, técnica adaptada de
Sanger et al (1977), utilizando-se BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit (Perkin Elmer Applied Biosystems, Foste; City, CA. A uma reagdo de 10! de volume
final,adicionou-se cerca de 30ng do produto amplificado, quantificado com o marcador de
massa molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen), 1p1 de BigDye, 1ul do primer T7 na

concentragdo de SpM.

Em termociclador automatico as amostras foram submetidas a desnaturaco inicial
de 96°C por 1 minuto seguido por 30 ciclos de: 96°C por 10 segundos, 57°C por 5

segundos e 60°C por 4 minutos.

O produto desta nova reagio foi precipitado da seguinte maneira: 2ul de acetato de
aménio 7,5M e 50ul de etanol absoluto foram adicionados aos 10ul da reacdo, com

posterior homogeneizagdo. Apés incubagio por 15 minutos em temperatura ambiente

Materiais e Métodos
32



protegido da luz, a amostra foi centrifugada a rotagio méxima por 30 minutos. O
sobrenadante foi removido por inversio e adicionado a ele, 100ul de etanol 70%.
Novamente centrifugou-se a amostra 4 rotagdo maxima por 15 minutos, ¢ sobrenadante foi
desprezado por inversdo e a amostra foi aquecida a 65°C durante 5 minutos para secagem
do tubo. O produto precipitado foi armazenado a -20°C, protegide da luz e para a
eletroforese, adicionou-se 2,0ul de loading buffer (formamida deionizada, EDTA 25mM
(pH 8,0) com blue dextran (50mg/ml) na proporgio de 53:1). As amostras foram
desnaturadas a 95°C e aplicadas em gel de poliacrilamida 2mm de espessura e separados
por eletroforese em sequenciador automatico (ABI Prism 377 DNA Sequencer Perkin

Elmer, Norwalk, CT, USA).

Apos o sequenciamento, o resultado foi alinhado 2 sequéncia do oligonucleotideo
solicitado, para confirmagio da seqiiéncia a ser transfecta, através da ferramenta BLAST 2

Sequences (Attp://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/).

1.6. Extraciio de DNA plasmidial em larga escala (Maxi-Prep)

Foi selecionada uma coldnia a partir da Placa de Petri contendo meio sélido LB e
ampicilina na concentracio de 100mg/ml e transferida para 10ml de meio Circle Grow
com 100mg/ml de ampicilina. As bactérias cresceram em Shaker (Gallenkamp) overnight
a 37°C sob agitagdo de 220 RPM. Em seguida esse pré-in6eulo foi diluido (1:500) em
500ml de meio LB e ampicilina na concentragdo de 100mg/ml e deixada por 16 horas a
37°C sob agitagio a 220 RPM. Apds este periodo, a extracio do DNA foi realizada

utilizando-se 0 QIAGEN®Plasmid Mega kit (QIAGEN) seguindo as recomendacdes do
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fabricante e a concentracio determinada em espectrofotdmetro GeneQuant (Pharmacia,

USA), por leitura da densidade Optica no comprimento de onda de 260nm.

1.7. Cultura de células da linhagem K562 com ¢ RNA interferente

Para o estudo da auséncia de expressdo da AHSP in vitro, o plasmidio contendo o
inserto a ser testado (siRNA), obtido a partir da Maxi-Prep, foi introduzido por transfecgio
em células eritroleucémicas, K562, As células foram submetidas ao sistema de cultura de
células descrito por Smith er a/ (2000): Hemina foi adicionada ao meio de cultura para
induzir a diferenciagdo celular além de aumentar a produciio de Hemoglobina Fetal,
possibilitando desta maneira avaliar o efeito do bloqueio de sintese de AHSP e seu efeito
sobre as cadeias de globina «.

A solugBo de Hemina foi preparada da seguinte forma; foram dissolvidos 32.5mg de
Hemina bovina em 0.5ml de NaOH 1M por 30 minutos e misturados com 0.5ml de Tris
base 0.5M, seguido por 10ml de soro albumina bovina. A mistura foi neutralizada pela
adi¢do de 0.5ml de HC! IM.

As células K562 que cresceram em suspensio foram cultivadas em meio RPMI
1640 (Invitrogen} suplementado com 2g/ml de bicarbonato de sodio, 100U/ml de
penicilina G (ICN), 100ug/mi de estreptomicina (Invitrogen) e 1000pg/ml de fungizone
(Invitrogen). A solugio de Hemina foi adicionada 20 meio de cultura para uma

concentracéo final de 30uM.
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1.7.1. Transfeccio

Para as celulas K562 que cresceram em suspensiio, a metodologia utilizada para a
transfeccdo foi a eletroporagdo (Pahl ef al, 1991), onde a célula foi exposta a um pulso
elétrico de alta voltagem e curta duragio, que promoveu o aparecimento de poros
temporarios na membrana celular, através dos quais 0 DNA pode penetrar na célula. Foi
utilizado o equipamento BioRad Gene Pulser II (BioRad), com cubeta de eletroporagio de
0,4cm (Bio Rad).

O metodo consistiu em lavar as células K562 duas vezes com meio RPMI 1640 por
centrifugac@o a 1500 RPM por 10 minutos a 25°C e ressuspendé-las em meio RPMI 1640.
Foram preparadas 4 aliquotas de 500pl de células com uma concentracio final de 107
celulas: com 20pg de DNA plasmidial , vetor com inserto para promover a interferéncia do
AHSP; com 20pg de vetor com inserto especifico para interferir a proteina GAPDH
(Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase), usado como controle positivo; com 20ug de
plasmidio circular pSilencer Negative Control (Ambion), vetor que codifica um siRNA
cuja seqii€ncia ndo possui homologia com nenhum gene em humanos, ratos ou
camundongos € uma aliquota que serviu de controle (amostra nfo submetida a
transfeccdo). Cada uma dessas aliquotas foi transferida para uma cubeta de eletroporacgio.

As células com plasmidio foram expostas a um pulso elétrico de voltagem de
0,25KV e capacitdncia de 975uF. Em seguida as células foram transferidas para garrafas
de cultura com 100m! de meio RPMI 1640, 10% de soro bovino fetal e Hemina para uma
concentragdo final de 30uM. As culturas foram incubadas a 37°C em estufa com 80% de

umidade e 5% de COZ por um periodo de 60 horas apés a adicio de Hemina.
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2. Proliferacio e maturacio dos progenitores eritréides humanos em
cultura liquida de duas fases

Para a analise durante a diferenciagio celular, células mononucleares do sangue
periférico foram obtidas a partir de “buffy coat” (Pope et al 2000 e Fibach er al, 1989) de
doadores saudaveis apos consentimento (Anexo). O sangue foi inicialmente coletado em
tubos heparinizados, transferidos para tubos Falcon estéreis e as células mononucleares
foram isoladas por centrifugacio a 1500 RPM por 30 minutos e a temperatura ambiente
num gradiente de Ficoll-Hypaque (densidade 1077g/ml-Sigma).

A camada de células da interface foi coletada em tubos Falcon estéreis, o plasma rico
em plaquetas foi descartado e as células lavadas por trés vezes em meio de cultura
“Iscove s Modified Dulbecco s Medium” (IMDM; Invitrogen) através de centrifugacdo a
1500 RPM por 10 minutos & temperatura ambiente. As células foram ressupendidas em
meio de cultura IMDM (Invitrogen) e as células da cultura foram contadas em cimara de
Neubauer com corante azul de Trypan para verificacio da viabilidade celular e exclusio
das células mortas.

As células foram cultivadas numa densidade de 1x10° céls/ml em meio IMDM
(pH 7.4) suplementado com 10% de soro bovino fetal estéril (Invitrogen), 10% de meio
condicionado coletado a partir da linhagem de células de carcinoma de bexiga S637 e
Ipg/ml de ciclosporina A (Sandoz). As culturas foram incubadas a 37°C, numa atmosfera
de 5% de CO; e ambiente Gimido por sete dias.

Apds essa primeira fase da cultura, as células nfio aderentes foram coletadas e
lavadas por duas vezes em meio de cultura IMDM (Invitrogen) por centrifugacdo a 1500

RPM durante 10 minutos a temperatura ambiente. O botdo de células foi TESSUSpensc em
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meio de cultura e foram verificadas a viabilidade e quantidade de células através de cimara
de Neubauer com corante azul de Trypan.

As células foram colocadas novamente em cultura, em placas de 6 “wells” numa
densidade de 0,4x10°céls/ml, em 5ml de volume final, contendo meio IMDM (Invitrogen)
fresco suplementado com 30% de soro bovino fetal (Invitrogen), 1% de soro de albumina
bovina deionizada (BSA-Sigma), 10”mol/L 2-mercaptoetanol (Sigma), 1,5nmol/l. de
glutamina (Gibco), 10° mol/L de dexametasona (Sigma), 300ug/ml de transferrina
saturada com ferro (Sigma), 1U/ml de eritropoetina recombinante (Cilag), Sng/ml de
“Steam Cell Factor” (SCF_Calbiochem), 2,5ug/ml de fungizone (Invitrogen), 50ug/mi de
estreptomicina (Invitrogen) e 25pg/ml de gentamicina (Invitrogen).

As culturas foram incubadas a 37°C numa atmosfera de CO, 5% e O, 5% e ambiente
imido por mais 14 dias. A morfologia das células foi analisada através de ldminas de
citospin coradas com Leishman ¢ a viabilidade através da coloragio com azul de Trypan
em cémara de Neubauer,

Foram realizadas coletas diarias de células para verificagio da morfologia e
viabilidade celular, extragio de RNA total e anélise da diferenciagio celular por citometria

de fluxo. A figura 5 ilustra a metodologia.

Materiais e Métodos
37



Fasel

Epo -

1 7 dias

Fase 11

Epo +
Até 13 dias

YR

Extracio de

Citosoiy  Citometria
RNA ospin

de Fluxo

Figura 5 - Método de cultura liquida em duas fases das células precursoras eritréides.

Na fase I as células mononucleares foram isoladas a partir do sangue periférico e
cultivadas por 7 dias em meio de cultura IMDM contendo soro bovino fetal, ciclosporina A
e meio condicionado coletado a partir da linhagem de células 5637 como fator de
crescimento. Na fase II as células foram lavadas e cultivadas em meio de cultura IMDM

contendo eritropoetina e incubadas por 13 dias.
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3. Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo € uma técnica que consiste no reconhecimento de proteinas in
situ utilizando-se um anticorpo marcado com um fluocromo, como a ficoeritrina (PE) ou
isotiacianato fluoresceina (FITC). O fluocromo ao ser estimulado por um feixe de laser
emite um foton que € capturado por sensores no citdmetro de fluxo, que faz analises tanto

qualitativas como quantitativas (Owens ef af., 1995).

3.1. Quantificacio de células contendo HbF

Para a anélise da populacéio de células positivas para a HbF inicialmente utilizamos o
Kit Fix & Perm® Plus Cell Permeabilization (Caltag Laboratories), para a realizaciio do
método de marcacdo intracitoplasmatica, através da fixagio e permeabilizagio das células
provenientes das culturas. As suspensdes celulares foram misturadas a 50ul das solugdes
do Kit, de acordo com as instrugbes do fabricante e lavadas 2 vezes com PBS, por
centrifugagdo a 1400 RPM e a temperatura ambiente. Esse processo torna as células
permeaveis para a marcagio intracelular.

Foram adicionados s células fixadas e permeabilizadas 3ul do anticorpo anti-HbF
(Caltag Laboratories) ¢ para uma segunda amostra de células foram adicionados 3ul do
isotipo controle ndo relacionado (anticorpo mouse I1gG) (Caltag Laboratories). As células
contendo os anticorpos foram incubadas por 30 minutos a 4°C no escuro e depois lavadas
com PBS, por centrifugagdo a 1400 RPM 4 temperatura ambiente e ressuspensas em 1ml
de uma solugiio de PBS, contendo BSA e azida sédica, mantidas sob refrigeracdo a 4°C, no

escuro até a aquisi¢do dos dados pelo citdmetro de fluxo.
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3.2. Analise do padrio dos marcadores de superficie de membrana glicoforina A
e receptor de transferrina

A analise dos marcadores de superficie durante a diferenciagio celular eritréide foi
monitorada utilizado-se o anticorpo anti-glicoforina A conjugado com PE (Caltag
Laboratories) e o anticorpo anti-receptor de transferrina conjugado com FITC (Caltag
Laboratories). Para a dupla marcacdo dos antigenos de superficie celular, glicoforina A e
receptor de transferrina (CD71), foram misturados 100u! de suspensdo celular contendo 1x
10° células com 5ul do anticorpo anti-glicoforina A e 5ul do anticorpo anti-receptor de
transferrina, e incubadas no escuro a 4 °C por 30 minutos.

As celulas marcadas foram lavadas com solucio de PBS, contendo BSA e azida
sodica, fixadas com solugdo de paraformaldeido 1X e mantidas sob refrigeracdo a 4°C, no

escuro até a aquisi¢iio dos dados pelo citdmetro de fluxo.

4. Extracio de RNA

4.1. Extracio de RNA da cultura de células de linhagem K562

O RNA total das células K562 em cultura foi extraido com o kit RNeasy Mini
(QIAGEN) segundo as instrugdes do fabricante. A concentracio de RNA foi determinada
em espectrofotdmetro GeneQuant (Pharmacia, USA), através de leitura da densidade

oOptica no comprimento de onda de 260nm.
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4.2. Extracio de RNA da cultura liquida de duas fases dos progenitores
eritroides

Na segunda fase da cultura, amostras de células foram coletadas para extragio de
RNA total ap6s perfodos pré-determinados de incubagio. O RNA foi extraido com o
reagente Trizol (Invitrogen), uma solugio monofésica de fenol ¢ isocianato guanidina. Foi
acrescentado 1ml de Trizol ao botdo celular das amostras contendo de 4x10° a 1x107
células e as aliquotas foram homogeneizadas através de sucessivas pipetagens até que as
amostras se tornassem bastante fluidas. O reagente Trizol mantém a integridade do RNA
enquanto rompe as células durante a homogeneizagio e dissolve os componentes celulares.

A solugio contendo Trizol foi incubada por 5 minutos 4 temperatura ambiente para a
dissociagdio completa dos complexos nucleoproteicos. As amostras homogeneizadas foram
acrescentados 200ul de cloroférmio (CHCLy), agitadas vigorosamente, e novamente
incubadas por mais 5 minutos & temperatura ambiente. A seguir foram submetidas a
centrifugagdo por 15 minutos a 13500 RPM, em temperatura de 4°C. A fase aquosa, onde
fica o RNA, foi recuperada, transferida para um novo tubo e o RNA foi precipitado por
adicdo de 500pl de Isopropanol gelado. A solucdo foi incubada por 10 minutos a
temperatura ambiente e centrifugada a 13500 RPM por 10 minutos a 4°C. Apds a
precipitagdo, o sobrenadante foi descartado e acrescentou-se 1ml de Etanol 75% ao RNA
precipitado para remoc@io do excesso de sal. O RNA foi novamente lavado através da
centrifugagdo a 11500 RPM por 5 minutos a 4°C.

As amostras de RNA total foram ressuspendidas em agua com dietilpirocarbonato
(DEPC) e incubadas por 10 minutos a 55°C para a inativagio de RNAse e mantidas por 2

horas em gelo, para completa solubilizacio do RNA.
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As amostras foram quantificadas através de leitura da densidade Optica em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 260nm e a integridade das amostras foi

analisada através de eletroforese em gel de agarose desnaturante 1,2% com formaldeido.

5. Sintese DNA complementar (cDNA)

As amostras, de RNA total, extraidas tanto da cultura de células de linhagem K562
quanto da cultura liquida de duas fases dos progenitores eritréides, foram transcritas
reversamente em DNA complementar (cDNA). A sintese de cDNA foi realizada a partir de
aproximadamente S5pug de RNA das amostras utilizando-se o kit SuperScript 11

(Invitrogen), seguindo as recomendac¢des do fabricante.

As amostras de RNA total foram tratadas com DNase I por 15 minutos em
temperatura ambiente, para a remogdo de qualquer DNA contaminante. Apés esse periodo
a reacdo foi interrompida pela adicio de EDTA, que atua como composto quelante de
Mg™, co-fator necessério para a atividade da DNAse, e por aquecimento 4 65°C por 5
minutos. Foram adicionados as amostras dNTPs, necessarios para a formacdo da fita a ser
sintetizada e 0 oligodT que se ligard a regifio poli-A do RNA mensageiro servindo de
ancorador para que a Transcripiase reversa possa sintetizar a cadeia de cDNA. A reacio
foi inicialmente incubada por 50 minutos a 42°C, temperatura ideal para a atividade da

enzima e depois incubada a 70°C por 15 minutos para inativagio da mesma.

Apés a reagdo de transcrigio reversa as amostras de cDNA foram utilizadas como
molde em reagdo de PCR para amplificagdo de uma regido de aproximadamente 600pb do

gene de B-actina para confirmacdo da sintese (tabela 3).
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Tabela 3 - Primers utilizados para a confirmacio da transcricio reversa.

B-Actina F_cDNA TCACCGAGCGCGGCT

B-Actina R_cDNA TAATGTCACGCACGATTTCCC

6. PCR quantitativo em tempo real — “Real-Time PCR”

Aliquotas de ¢DNA foram utilizadas como molde em reagdes de PCR quantitativo
em tempo real. A técnica consiste no monitoramento optico da fluorescéncia emitida
durante a reagdo de PCR (Higuchi, 1993), através da ligagio de uma sonda especifica ou
um corante, na fita recém sintetizada (Bustin, 2000).

A deteccdo de amplificagdo 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 realizagdo de uma reagdo de PCR (dNTPs, MgCl,, tampao, AmpliTaq
Gold), contém também o corante SYBRGreen, componente intercalante de DNA dupla
fita, necessario para a detecgdo da amplificacdo ciclo a ciclo.

Para a quantificacio da expressdo génica foi utilizada a analise relativa dos dados,
onde a expressdo dos genes analisados foi quantificada em relacio a situacBes consideradas
como referéncia, que constituiram as amostras calibradoras: RNA de células que nfo foram
transfectadas com o plasmidio, e o tempo zero do sistema de cultura liquida em duas fases.
Todos os dados obtidos foram normalizados a partir da expressio do gene constitutivo

B-actina.
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Para a realizagdio desta técnica foram desenhados primers especificos para os genes
de interesse e para os genes endogenos (Tabela 4). Os primers foram desenhados com o

uso do software “Primer Express” {Applied Biosystems).

Tabela 4 - Seqiiéncias dos primers utilizades na PCR em tempo real.

a-globina TGGTCCCCACAGACTCAGAGA CGGCCTTGACGTTGGTCTT
B-globina ATCTGTCCACTCCTGATGCAGTT AGGCACCGAGCACTTTCTTG
y-globina CCAGCTGAGTGAACTGCACTGT ACGGTCACCAGCACATTTCC
B-actina AGGCCAACCGCGAGAAG ACAGCCTGGATAGCAACGTACA
BCR CCTTCGACGTCAATAACAAGGAT CCTGCGATGGCGTTCAC
GAPDH GCACCGTCAAGGCTGAGAAC CCACTTGATTTTGGAGGGATCT
AHSP TGATCC TCTCGTCTCTGAAGAAGAC GCTGCCTGTAATAGTTGATGTAGAAGTT

A analise relativa dos dados ¢ expressa pela derivacio da formula aritmética A225¢T
de onde obtemos os niveis de expressdo génica das amostras sempre em relagio 4 amostra
calibradora, de acordo com as instrugdes do fabricante (dpplied BioSystems, 2001).

Para a determinacdo da melhor concentragio de primer a ser utilizada na reacio da
PCR em tempo real, foi realizado um teste variando-se a concentra¢do do primer e com a
mesma quantidade de amostra. Foram adotadas as seguintes concentracdes: 150nM,
300nM, 600nM e 900nM e o critério de selegdo foi a ndo variagdo de amplificagio

utilizando-se a menor concentragio de primer possivel (Tabela 5).
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Tabela 5 - Caracteristicas dos produtos amplificados pela PCR em tempo real e
eficiéncia das reacdes.

AHSP 900nM 77 79 -3,318291 - 0,990415 100
B-actina 150nM 81 79 -3,286772  -0,997120 100
BCR 150nM 81 67 -3,328728 - 0,993570 99.8
o-globina 150nM 84 70 -3,305979 - 0,995373 100
B-globina 600nM 81 72 -3,305297  -0,992772 100
v-globina 150nM 81 81 -3,306649  -{0,996554 100
GAPDH 300nM 81 89 -3,302031 -~ 0,995569 100
AHSP 900nM 77 79 -3,318291 - 0,990415 100

No entanto, para que a reagdo de PCR em tempo real seja confidvel e reprodutiva,
sdo necessarias condicBes Otimas de reagdo nas quais as amplificagBes apresentem 100%
de eficiéncia a cada ciclo, ocorrendo duplicagdo do conteido de DNA do ciclo anterior. A
eficiéncia de amplificagio ¢ obtida da formula 107" onde slope significa o coeficiente
de inclinagio da curva (Pfaffl, 2001; Meijerink e7 al., 2001).

Para obtengdo de uma curva de eficiéncia, foram realizadas reacbes com amostra de
¢DNA diluida em escala logaritmica (2x10°, 2x10%°, 2x10'.. 2x10*°) e primer na
concentragdo selecionada (Tabela 5).

As amostras a serem anahsadas foram quantificadas em duplicata em placas de 96
pogos {Sorensen, BioScience Inc) com tampas plésticas Opticas que permitem a passagem

de luz. As reagbes foram preparadas para um volume total de 25ul contendo de 5ng a

Muteriais e Métodos
45



250ng de cDNA de acordo com o tipo celular utilizado, primer na quantidade estabelecida

e 12,5ul de SYBRGreen Master Mix PCR (Applied Biosystems).

Os dados foram coletados na forma de emissdo de flucrescéncia durante os ciclos da
reacdo e analisados numa forma gréfica. Para quantificagiio da expressio, a definicio dos
valores acontece com a determinagdio do threshold, que representa 0 momento em que o
sistema detecta a fluorescéncia das amostras. O ponto de encontro entre esta linha e a curva
de amplificacdo ¢ denominado threshold cycle, ou Ct (figura 6). Quanto maior a expressio

do gene, mais precocemente ele serd amplificado e, conseqlientemente, menor sera o C7.

001

R - intensidade de flucrescéncia
£
—

G001

‘E3579‘?113‘1‘51?192'123252?293‘133353?394‘!4345
Numero de Ciclos

Figura 6 - Curva de amplificacfio de PCR quantitativo em tempo real.

A andlise da morfologia das curvas indica que a reacio ocorreu sem problemas. A curva
deve ter uma morfologia sigméide, mostrando a fase inicial, a fase exponencial e a fase de
platd, onde a amplificagdo ndo é exponencial. Apés esta analise & tragado o threshold ¢ a
partir dele coletados os dados em forma de Cr ciclos onde a fluorescéncia na fase

exponencial do PCR sera convertida em dados de expresséo génica.
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Estes dados foram exportados para uma planilha de Fxcel (Microsoft Corporation) e
extraidas as médias das amostras feitas em duplicatas. A partir dessas médias, as amostras
foram normalizadas com os dados do gene enddgeno (beta-actina), o que consiste no
primeiro passo da derivagdo aritmética denominado ACY (Ct da amostra com gene alvo
menos Cf da amostra com gene constitutivo). Apés a normalizacio dos dados, foi realizada
a calibragio dos mesmos utilizando as situagBes consideradas como referéncia, levando ao
segundo passo da derivagdo aritmética denominada AACt (ACr da amostra a ser
quantificada menos AC? da amostra calibradora). Os dados foram entio normalizados,
calibrados e convertidos em niveis de expressdo pela formula 2AACY, onde estima-se que a

situac8o calibradora tem valor 1 (um) de expressio.

Foi realizado um controle para a certificagio de que a fluorescéncia emitida nfio
estava sendo gerada por amplificacBes inespecificas, através da analise da curva de
dissociagdo gerada pelo equipamento, que se baseia na 7m (melting temperature)
especifica de cada produto. A diferenca de 7m € determinada pelo numero e pela
composi¢do de nucleotideos do produto de PCR presentes na reagdo. Cada gene analisado

gera um amplicon e este uma temperatura de dissocia¢do especifica.

A curva de dissociagdo ocorre quando em determinada temperatura o produto de
PCR separa suas fitas e ocorre queda de fluorescéncia gerada pelo SYBRGreen, ja que este
se intercala somente com DNA dupla-fita. Apds o término da PCR adiciona-se uma
variagdo da temperatura de 60°C a 95°C e logo apos sio coletados dados de fluorescéncia

(Figuras 7A e 7B).
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Figura 7 - Curva de dissociacfio de PCR quantitativo em tempo real.

Representagdo grafica da derivativa negativa da curva de dissociagio. A queda na
fluorescéncia ou o pico observado na figura 7B representa a TM especifica para cada
conjunto de primers, e sdo utilizadas para analisar a auséncia de contaminantes ou geraggio
de produtos inespecificos. (A) Representacio da curva de dissociacio com queda da

emissdo de fluorescéncia ¢ (B) Derivativa negativa da representagio grafica anterior.
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1. Hibridizacio dos oligonucleotideos
Os dsRNAs foram obtidos a partir do pareamento de fitas simples de
oligonucleotideos, A hibridizacio foi confirmada através da visualizagdo dos

oligonucleotideos em gel de poliacrilamida 10% (Figura 8).

Figura 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% dos oligonucleotideos
hibridizados.

(M) Marcador ®X174 RF DNA/Haelll Fragments (Invitrogen); (1) oligonucleotideos

hibridizados; (2) Sequéncia forward (3) Seqiiéncia reverse.

2. Extracio de DNA plasmidial

O DNA plasmidzal foi visualizado sob luz ultravioleta (UV) em gel de agarose 2%

com tampao TAE (Tris - Acetato - EDTA), corado com brometo de etidio (Figura 9).

Cerca de
3200pb

Figura 9 - Visualizacio do DNA plasmidial em gel de Agarose 2%.
(M) Marcador High DNA Mass Ladder (Invitrogen); (1) Mini-Prep do DNA plasmidial.
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3. Reaciio de PCR para verificagio da insercio da molécula interferente
no plasmidio.

Amplificag@o realizada com os primers T7 e pSilencer 2.0 para confirmagdo da
inser¢do da molécula interferente no plasmidio. O produto amplificado (590pb) foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 2,0% corado com brometo de etidio e

visualizado sob luz uitravioleta,

590 pb

Figura 10 - Confirmacfio de insercio da molécula interferente no plasmidio através da
PCR.

(M) Marcador de massa molecular Low DNA Mass Ladder (Invitrogen); (1- 10} Clones
selecionados.

4. Sequenciamento da molécula interferente.

Apés a inser¢io no plasmidio, a molécula foi seqienciada para confirmagdo da

eﬁcmnma de transformagfio e Veriﬁcagao do produto a ser transfectado (Figura 11).

L T T R R A L TREORES2 L AL EY 2R E REALERD BT X REEER B £ 4§

Figura 11 - Sequenciamento da molécula interferente.
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3. Analise da interferéncia na expressio do gene AHSP
3.1. Cultura de células de linhagem K562
Cultura de células consiste em uma técnica amplamente utilizada para o estudo do
metabolismo, fisiologia e desenvolvimento de células sob condigBes controladas; reflete o
perfil in vivo da populagdo celular estudada. A cultura de células K562 foi submetida i
indugdo da diferenciagdo celular pela adi¢io de Hemina (Smith et al., 2000) para a analise

de interferéncia do gene da AHSP. Os resultados obtidos n3o indicam unia diminui¢do

significativa da expressdo da AHSP (Graficos 1 e 2).

Grifico 1 - Analise da expressio do gene AHSP durante a diferenciagio celular em
K562,

Apos a transfeccio do vetor com o dsRNA especifico para a proteina, os niveis de
expressdo génica da AHSP foram analisados, durante um periodo (até 60 horas), por PCR
em tempo real em relagdo ao momento de transfecgiio (Oh). Observa-se neste grafico a

interferéncia, com diminuiciio de cerca de 30% da expressdo do gene AHSP, 44 horas pés

transfeccdo. Resultados obtidos na 17 cultura.
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Grifico 2 - Anilise da expressio do gene GAPDH e AHSP durante a diferenciacio
celular em K562,

Numa 2° cultura, foram avaliados os genes GAPDH e AHSP pos fransfecgio com a
molécula interferente. (A) Amostras avaliadas demonstrando a porcentagem de
interferéncia para o gene GAPDH, nas transfecgdes realizadas; (B) Amostras avaliadas

demonstrando a porcentagem de interferéncia para o gene AHSP, nas transfecgdes

realizadas.
A Nivel de Interferéncia para o Gene GAPDH
0% 0%
1} : 20%
(1)
05 - 56%
0 f H T T 1
GAPDH (CH) AHSP (mterferente) Mo¥kcula nio- Calibrador {(sem vetor)
homdloga (C-)
B Nivel de Interferéncia para o gene AHSP
0%
1 -
0.5 1 64%
78%
0 : : ‘
GAPDH (CH) AHSP (mierferente) Molécula nfo- Calibrador (sem vetor)
homdloga (C)
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6. Sequenciamento do Gene AHSP

Este procedimento foi utilizado para confirmagio da mutagiio no cédon 75 do gene
AHSP, onde ha a substituigio de uma Asparagina (AAC) por uma Isoleucina (ATC) (Dos
Santos, 2004), para utilizagdo na cultura eritréide em duas fases. A seqiiéneia obtida foi
alinhada contra a seqiiéncia do mRNA depositada no GenBank (nimero de acesso

NM_016633),

Figura 12 - Seqiiénciamento do éxon 3 do gene AHSP,

{A) Amostra utilizada como controle e (B) Amostra utilizada como mutante

7. Cultura liquida de duas fases dos progenitores eritroides

O sistema de cultura liquida em duas fases envolve o crescimento e a maturago de
progenitores eritréides humanos. O cultivo de células mononucleares do sangue periférico
em meio de cultura contendo os componentes necessarios ao seu desenvolvimento permitiu
a anilise da expressdo génica dos genes em estudo, através da extracio do RNA destas
células e posterior transcrigio.

A integridade das amostras pode ser verificada através da eletroforese em gel de

agarose representada na figura 13.

Resultados
54



Figura 13 - Eletroforese da amostra de RNA total em gel de agarose denaturante.
Amostras extraidas de cultura de K562 em diferentes horas de coleta. A figura demonstra a

qualidade do RNA.

7.1. Andlise da expressio génica durante a diferenciacio eritréide

Estes dados sugerem que na fase intermediria (8° ao 10° dia) da cultura a producio
de AHSP mutante poderia estar reduzida quando comparada ao controle, demonstrado no

gréfico 3 pela razdo AHSP:Alfa-Globina.

Grifico 3 - Razio da Expressio entre os Genes AHSP ¢ Alfa-Globina durante a
diferenciacio eritréide.
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8. Quantificaciio de HbF por Citometria de Fluxo

8.1, Cultura de células de linhagem K562

Na citometria de fluxo observou-se que a molécula interferente nfo exerceu
influéncia no nimero de células portadoras de HbF, nem foi responsavel pelo aumento da

intensidade de fluorescéncia na populagio de células HbF positivas (Grafico 5 e Tabela 6).

Tabela 6 - Dados adquiridos no citémetro de fluxo.

AHSP 86% 190.09
Controle positivo 87% 191.26
Controle Negativo 89% 159.66

Grafico 4 - Expressio dos marcadores de membrana por Citometria de Fluxo.

A andlise da diferenciacdo celular por citometria de fluxo em céhilas K562, tratadas com
Hemina, no tempo de 40hs em relago a transfecgfio. (A) Marcagio para o Gene AHSP,

(B) Marcagdo para o Gene GAPDH (C) Marcagio para o Controle Negativo.
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9. Analise da Morfologia Celular durante a Diferenciacio Eritréide.

Células mononucleares coletadas nos diferentes tempos da fase II da cultura foram
fixadas em ldminas de microscopia através de centrifugacio (citospin) e coradas com
Leishman (1000X) para o acompanhamento da diferenciacio celular.

A anélise da morfologia celular demonstrou células de linhagem eritréide desde a
fase de blastos até os estigios finais de diferenciacio. Nio observamos diferengas na
morfologia das células durante a diferenciacio eritrdide da amostra mutante em relacio &

amostra controle.

Figura 14 - Células eritréides em diferentes tempos da fase II da cultura.
(A) Amostra Controle Oh; (B) Amostra Mutante Oh; (C) Amostra Controle 192h: (D)

Amostra Mutante 192h; (E) Amostra Controle 240h; (F) Amostra Mutante 240h.
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10. Expressio dos marcadores de Glicoforina A e Receptor de

transferrina

A andlise quantitativa da expressio dos marcadores de superficie celular,
demonstrada através da porcentagem de células positivas para a Glicoforina A e de células
positivas para Receptor de Transferrina, nos permitiu observar a diferenciacio dos
progenitores eritréides em cultura liquida de duas fases. Os dados estfio expressos na forma

de graficos de pontos (Graficos 5A e 5B).

Grifico 1 - Citometria de fluxo de precursores eritréides no tempo 0 hora.

(A) Representacdo grafica para a amostra controle; (B) Representacio grafica para a
amostra mutante. N&o houve diferenga no padrio dos marcadores de superficie celular
entre mutante e controle.
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Gréfico 6 - Citometria de fluxo de precursores eritréides no tempo 72 horas.

(A) Representacdo grafica para a amostra controle; (B) Representacio grafica para a
amostra mutante. NGo houve diferenca no padrdo dos marcadores de superficie celular
entre mutante e controle.

39

A - CTRL THG 10H2/04.002 B - DUL TIG 10M1210d.002
2 L 16,37% B2y 462% 26,11%
“_x:,-’ ,_'(x” . 3 4 {:_:, )
MS - = iy
L i T
<=§ iw :§ ZN
g o= B G os
Lr
2 3 g 3
g By R
[4s) e b 5 hae ] T ‘ " :
= i ~ = po L 3%
=2 oy 3 E T o T TR T T,
w' el Wt p? f wl et o pd
Receptor de Transferrina Receptor de Transferrina
- CTRL HEF 10412404002 - BLL HEF §0F1 2404 002
o =F -
3 15,89% E 19,77% -
ox ] T - o ] L
E “é -L o s:g_ 'é lfL"
£ 1 . .
ol -
5" A
i ] n i
= | e 23
o ] 3 67,12% -
£ it e RS e T =2 e
T T LTS C R 10
HEF FiT>
Hb Fetal
Resultados




Grifico 7 - Citometria de fluxo de precursores eritréides no tempo 144 horas.

(A) Representagdo grafica para a amostra controle; (B) Representagio grafica para a
amostra mutante. Observamos que a partir deste tempo, hd um aumento na expressic do
receptor de transferrina nas células do controle em relagio ao mutante, indicando a
presenga de maior nimero de células jovens, podendo ser observado até o final da

diferenciacio eritroide.
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Grafico 8 - Citometria de fluxo de precurseres eritréides no tempo 192 horas.

(A) Representacdo grafica para a amostra controle; (B) Representacio grafica para a
amostra mutante.
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Grafico 9 - Citometria de fluxo de precursores eritréides no tempo 240 horas.

(A) Representagio grafica para a amostra controle; (B) Representagio grafica para a
amostra mutante. '
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Grafico 10 - Citometria de fluxo de precursores eritréides no tempo 312 horas.

(A) Representacdo grafica para a amostra controle; (B) Representago grafica para a
amostra mutante.
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A AHSP € uma proteina especifica da linhagem eritroide, que parece atuar como uma
chaperona molecular para a-globina (Kihm ez af, 2001). Gell ef al., (2002) confirmaram
em camundongos a propriedade da AHSP em formar complexos estaveis ao ligar-se
especificamente &s o-globinas, neutralizando os efeitos deletérios da precipitacio de
cadeias o durante a eritropoese normal e possivelmente melhorando estados patoldgicos
onde a precipitagio de cadelas o leva ao dano nos eritrocitos. Recentemente foi
demonstrado que a AHSP estd sendo constantemente expressa durante a diferenciagio
celular, possivelmente promovendo a estabilidade de cadeias o, com um aumento
progressivo de expressdo nos estagios do desenvolvimento eritrdide em que hé maior
metabolismo celular, confirmando uma importante fungdo da AHSP durante a eritropoese
(Dos Santos ef al., 2004).

O dominio de técnicas relacionadas com o melhor conhecimento do DNA passou a
possibilitar o diagnéstico pré-natal de anomalias genéticas e a identificagio dos portadores
de genes de risco, sendo o resultado importante ndo apenas para a B-talassemia, onde ha a
redugdo ou auséncia na produgdo de cadeias [3, levando ao aumento e conseqiientemente &
precipitagdo de cadeias o no interior das hemacias, mas também para outras doengas para
as quais se buscam beneficios terapéuticos.

A RNAIi € um processo de silenciamento génico especifico iniciado por um dsRNA
homologo a uma seqiiéncia presente no gene a ser silenciado (Guo ef al., 1995). A técnica
parece ser promissora para o estudo de fungo génica e tem demonstrado grande eficiéncia
em diferentes linhagens de células humanas (Sui et al, 2002) e em estudos, in vitro, de

células de mamiferos.
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As moléculas siRNAs sdo capazes de reconhecer ¢ degradar mRNAs através da
complementariedade de bases no processo celular de RNAI. O metodo utilizado neste
trabalho para gerar siRNAs, baseado no vetor de expressio pSilencer 2.0-U6 para
transcricdo in vivo da molécula interferente, contém o promotor U6 humano que foi
extensivamente usado para expressar siRNAs em células de mamiferos (Paul ez al., 2002).
Uma vez inserido nas células o sSiRNA ¢ expresso e se torna funcional.

O processo de introdugdo de acidos nucléicos em células por métodos nfo virais €
definido como transfecco. As técnicas desenvolvidas para a transferéncia de genes podem
ser classificadas como: métodos quimicos, como a introducdo por lipossomos artificiais,
sistema menos traumatico para c€lulas, sendo utilizado principalmente em células do tipo
aderente, ou fisicos, como a eletroporaco, método utilizado neste projeto por ser bastante
descrito na literatura o seu uso com a linhagem celular K562,

A interferéncia de RNA com 100% de eficiéncia objetivada neste estudo para que
pudéssemos confirmar a relagio bioquimica da proteina AHSP com a cadeia o da
hemoglobina nfo foi obtida. Vartos fatores podem ter mfluenciado os resultado finais: (1) o
desenho dos oligos que poderiam gerar moléculas com interferéncia de até 50% (Khvorova,
2003); (2) a transfecc@o com o vetor, apés analise de toxicidade, mostrou-se impropria para
ser utilizado em células de mamiferos, por provocar cerca de 90% de morte celular apos 24
horas de sua realizacdo, podendo estar relacionada ao meétodo de purificagio do vetor
(QIAGEN®Plasmid Mega kit) que ndo elimina contaminacdo por endotoxinas bacteriana;
(3) o fato do vetor ndo apresentar um mecanismo de selecdo por transfecgdo, que exclui
células que nfo possuem vetor como, por exemplo, sitios em sua seqiliéncia de DNA que

codifique uma proteina que confira resisténcia as células que possuem o vetor.
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Diante destes fatores, muitas culturas de células de linhagem eritroleucémica K562,
tratadas com 30uM de Hemina, agente indutor de produgio de hemoglobina fetal, foram
realizadas na tentativa de padronizar as condi¢des otimas permitidas de interferéncia.

Duas culturas foram realizadas com relativo sucesso. Com a primeira pudemos
avaliar o periodo de cultivo necessario para constatar a interferéncia do gene AHSP,
revelando cerca de 30% de interferéncia de dsRNA. Na segunda, de acordo com a
literatura, 3 sequéncias clonadas que constituem: (1) controle negativo, uma sequéncia ndo
homologa ao genoma de mamifero; (2) controle positivo, a sequéncia do gene da GAPDH ¢
(3) a sequéncia do gene AHSP foram introduzidas nas células por transfecgio através de
eletroporagio. Utilizamos também células eletroporadas sem vetor, como controle do
processo de transfeccio.

Com relagdo aos dados demonstrados no grafico 2, avaliando a expressio do gene
GAPDH, o controle positivo teve 56% de interferéncia para o gene homologo e o gene
AHSP ndo sofreu interferéncia; resultados considerados satisfatorios. No entanto, o
plasmidio com inserto ndo homdélogo (controle negativo) induziu uma interferéncia de 20%
para o gene GAPDH, o que ndo era esperado, podendo sugerir um artefato da técnica.

No grafico 3, a amostra transfectada com a sequéncia clonada do AHSP teve
interferéncia de 78% para o gene homologo. Mas, em contrapartida, os controles também
apresentaram interferéncia; com indices de 64% e 44% para o gene GAPDH e controle
negativo, respectivamente,

Ni&o ha uma Gnica explicac@o para justificar os resultados acima descritos, mas um
conjunto de fatores podem ter influenciado na obtengio destes dados, desde a escolha dos

oligonucleotideos até a linhagem celular, que apresenta baixa expressio para o gene AHSP.

Discusséio
67



Com relag8io ao segundo objetivo proposto, avaliamos atraveés da PCR em tempo
real, a expressdo dos genes AHSP e ¢-globina, durante a diferenciacgo eritréide em cultura
liquida de duas fases, de uma amostra denominada mutante (doador que apresenta a
mutacdo no cédon 75 do gene AHSP — Dos Santos, 2004) e uma amostra controle (doador
sem a mutacdo descrita acima), seqiienciadas previamente,

Observamos um perfil de expressdo dos genes a-globina e AHSP semelhante
quando comparado aos resultados obtidos previamente por Dos Santos et al. 2004, no

entanto 0 pico de expressdo de a~globina foi no 8° ao 10° dia de cultura no trabalho citado,

a0 passo que a amostra controle apresentou uma expressdo maior de o-globina na fase final
de diferenciaciio celular (11° a0 14° dia), justificada pela andlise da citometria de fluxo na
qual essa amostra apresenta um padrdo de diferenciagdo celular tardio, indicado por um
elevado namero de células positivas para o receptor de transferrina, bem como um maior
nimero de células F, caracterizando a presenca de células jovens.

Contudo, a amostra que possui a mutagdo no coédon 75 do gene AHSP, na qual
ocorre a substituicio de uma asparagina por uma isoleucina, apresentou um padrio
semelhante ao descrito por Dos Santos no seu estudo com cultura de duas fases controle.

A analise da expressdo do gene AHSP mostrou padrdes diferentes entre células com
e sem a mutacdo, principaimente no tempo intermediario da cultura (8° ao 10° dia). A
expressio de AHSP parece ser reduzida nas células com mutagfo. Este fato, se confirmado,
indicaria que a mutagdo, de alguma forma, poderia reduzir a expressdo génica. No entanto,
este fato ndo parece afetar a produgio de hemoglobina fetal, como demonstrado pelo estudo

da citometria de fluxo.
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Os resultados obtidos demonstraram que:

< Nio houve a interferéncia esperada do gene AHSP nas condigBes testadas, ja
que os valores apresentados demonstraram que a expressdo do gene estava diminuida
tanto no controle positivo, quanto no controle negativo; sugerindo uma melhor
avaliagio das condi¢des propostas para o procedimento, conforme discutido

anteriormente.

< Em cultura liquida de 2 fases da amostra mutante para o codon 75 do gene
AHSP, atraves da analise de citometria de fluxo, o nimero de células positivas para o
receptor de transferrina diminui durante a diferenciaciio eritrdide, no entanto, a
quantidade de hemoglobina fetal por célula, avaliada pela intensidade de
fluorescéncia emitida, aumenta. Da mesma forma, os dados indicam uma possivel
redugdo na expressdo do gene AHSP nos estagios intermedidrios de diferenciacio
celular quando avaliada por PCR em tempo real. Uma possibilidade para este fato
seria uma interferéncia da mutaciio na expressdo génica ou estabilidade do RNA

mensageiro.

< Estes dados necessitam confirmag¢&o em maior niimero de casos e entre tipos

de mutagdes espontaneas ou induzidas in vitro.
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Pagina 1 de 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDOQ

Titulo do projeto: Estudo do gene AHSP (4lpha Haemoglobin Stabilizing Protein) em células
eritropoéticas

Investigador principal: Aida Gomes de Freitas

OBIETIVO DA PESQUISA:

Eu entendo que fui convidado(a) a participar de um projeto de_pesquisa, cujo objetivo geral &
mnduzir o estudo da expressdo do gene AHSP para analisar os efeitos dessa auséngia em pessoas normais.

JUSTIFICATIVA DA PESQUISA;

Esses estudos poderdo levantar dados que possibilitarfo um conhecimento mais aprofindado sobre o
quadro clinico da P-talassemia. Autorizo o Hemocentro da UNICAMP a utilizar o sangue que doarei para
o que for necessario, incluindo o aproveitamento de uma porgdo do meu sangue, que é normalmente
descartada, para pesquisas nessa instituicdo. Entendo que a participagdo é voluntaria ¢ que eu posso me
recusar a participar de qualquer pesquisa. O meu material ser utilizado apenas para este estudo.

Se tiver qualquer duvida sobre o estudo poderei procurar a aluna de mestrado Aida Gomes de
Freitas (Fone: 3788-8611), pesquisadora responsavel pelo estudo ou Prof Dr. Fernando Ferreira
Costa (Fone: 3788-8734), médico responsavel pelo estudo, ambos do Hemocentro — UNICAMP. Posso
desistir de participar desse estudo em qualquer momento € se tiver reclamacio sobre qualquer
procedimento do estudo poderei procurar a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP, telefone (19) 3788-8936.

O sigilo serd mantido durante todo o estudo através da utilizagdo de um codigo para a
1dentificagdio dos individuos participantes ¢ que toda a informagfio médica, assim como o resultados dos
testes genéticos decorrentes desse projeto de pesquisa serfo submetidos aos regulamentos das instituicdes
participantes, referentes ao sigilo da informagio médica. Se os resultados ou informagBes fornecidas
forem utilizados para fins de publicagio cientifica, nenhum nome sera utilizado.

PROCEDIMENTO:

Os niscos associados & doagdo de sangue sdo minimos, podendo ocorrer dor € manchas roxas no
local da coleta. O desconforto serd minimo, pois se trata de uma coleta normal de sangue, geralmente da
veta do brago, procedimento realizado por profissional treinado ¢ devidamente habilitado. O material
usado serd descartavel.
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FORMULARIO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: Estudo do gene AHSP (4ipha Haemoglobin Stabilizing Protein) em células
eritropoéticas

Investigador principal: Aida Gomes de Freitas

Eu confirmo que o (a) Dr. (a) me explicou o
objetivo do estudo, os procedimentos que serfo realizados, os riscos, desconforto ¢ possiveis vantagens
advindas desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim como compreendi esse formulario
de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse estudo.

Nome do participante

Assinatura do participante

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Eu expliquei a

0 objetive do estudo, os procedimentos requeridos ¢ os possivels riscos e vantagens que poderdo advir do
estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma copia desse
formulario de consentimento ao participante ou responsavel. Declaro que todo o material ¢ dados obtidos
serdo utilizados apenas neste protocolo de pesquisa ¢ que esta foi submetida 4 aprovacdo prévia do
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP ¢ da Comissdo Nacional
de Etica em Pesquisa.

Assinatura do pesquisador
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