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RESUMO




A anemia falciforme (AF) ¢ uma das mais fregiientes hemoglobinopatias ocorrentes no
Brasil. Ela € causada por uma mutagio de ponto (GAG — GTG) que leva a produgdo de
uma valina ao invés de um acido glutdmico no cddon seis da B globina, originando uma
hemoglobina estruturalmente anormal, a hemoglobina S (axf°). A HbS quando
desoxigenada torna-se insolivel e agrega-se em longos polimeros, fendmeno conhecido
como polimerizagdo. A polimerizagio resulta na alteragic do eritrocito e redugio de sua

deformabilidade, e consequentemente levando a obstrugiio vascular e lesdo tecidual.

Pacientes com AF apresentam em geral anemia hemolitica crénica, atraso no crescimento,
infecgBes repetidas, obstrugio vascular, e infartos dolorosos em varios tecidos ou isquemia
tecidual. Outros pacientes, entretanto, apresentam evolu¢do clinica mais benigna. Este
fendmeno pode ser atribuido & presenca de niveis elevados de hemoglobina fetal (HbF),
uma vez que elevados niveis desta hemoglobina foram associados a melhor evolugio

clinica dos pacientes.

Varios agentes farmacologicos vém sendo utilizados com ¢ objetivo de induzir o aumento
da HbF e promover uma methora na evolucfo clinica dos pacientes com AF. A hidroxiuréia
(HU) € o mais estudado, apesar de seu mecanismo de a¢do ndo ser completamente

esclarecido.

Este trabalho tem como objetivo analisar o perfil global da expressdo génica em células da
medula Ossea de um paciente com AF antes e apds a administragio da HU pela

metodologia de SAGE (Serial Analysis of Gene Expression).

Foram gerados 15.737 transcritos Gnicos para o perfil HbS e 15.901 para o HbSHU, os
quais foram classificados como genes identificados, “no matches”, ESTs e outras
seqiiéneias preditas e anotadas. Quando ambos os perfis foram comparados entre si, 518

transcritos foram ditos como diferencialmente expressos (P < 0,05).

A analise funcional comparativa dos 518 transcritos diferencialmente expressos foi
realizada de acordo com o Gene Ontology Consortium afim de obtermos a classificacdo

funcional desies transcritos.
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Os dados deste trabalho apresentados neste trabalho sugerem um forte envolvimento de
mecanismos transcricionais e de sinalizagfo celular, bem como vias associadas & classe
transportadora de canais e poros. De acordo com os dados gerados neste trabalho,
concluimos que a HU produz alteragSes significativas no padrio de expressdo génica em
celulas da medula dssea de paciente com AF. O estudo de genes envolvidos com essas vias
e a identificacio de genes novos pode representar o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas mais eficazes para os pacientes com AF e outras hemoglobinopatias
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ABSTRACT




Sickling of red blood cells in sickle cell anaemia (SCA) is the consequence of a single
amino acid substitution at codon 6 of the adult B globin gene, producing abnormal
haemoglobin S (HbS). The polymerization of deoxygenated sickle haemoglobin {@,4,)
leads to vaso-occlusive events, characterized by ischaemia-reperfusion injury and
inflammation. SCA patients suffer widespread end-organ damage due to chronic vaso-
occlusive episodes, and high levels of fetal haemoglobin (HbF) have long been recognized
to ameliorate the clinical symptoms of SCA by decreasing painful events, transfusions and

hospitalizations due to its ability to inhibit the polymerization of HbS.

Several pharmacological agents have been shown to augment HbF production. To date, the
prototypic agent for increasing HbF expression in SCA patients is hydroxyurea (HU).
Recent multicenter studies with HU have shown that administration of this drug to SCA
patients significantly increases HbF production and improves clinical symptoms by
reducing the frequency of pain and vaso-occlusive crisis, acute chest syndrome transfusion
requirement, hospitalizations and also appears to reduce the mortality in SCA patients.
Moreover, some patients appear to benefit from HU even when HbF levels do not increase,
suggesting that HU may act by additional mechanisms. The complete pathway by which

HU acts still remains unclear.

The aim of this study was to evaluate the global gene expression pattern of human bone
marrow cells from a SCA patient before and after the administration of HU, using Serial
Analysis of Gene Expression (SAGE) and two SAGE profiles were generated: HbS and
HbSHU.

Comparison of the 15 735 and 15 901 distinct tags from the HbS and HbSHU profiles,
represented by identified transcripts and novel tags, 518 tags demonstrated with a
differential expression at a statistically significant level (P < 0.05) and corresponded to

known genes, ESTs or “no matches”.

The functional classification was performed according to the Gene Ontology Consortium

and a total of 518 transcripts were submitted to functional classification.

Abstract
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Our data suggest a recruitment of transcriptional machinery and pathways involved in
signal transduction during HU treatment and a stimulation of pathways associated with
channel or pore class transporters activity, indicating a decrease in the dehydration status of
cells, changing the rheological properties of the cell and, consequently, improving the
clinical evolution of SCA. The study of genes associated with these pathways and the

description of new genes may also represent a potential tool to identify new targets for the
therapy of SCA patients.

Abstract
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1.1 - Introducio ¢ Revisio da Literatura

A hemoglobina (Hb) é uma proteina globular, com didmetro de
aproximadamente 5,5 nm ¢ pese molecular de 64,4 KDa, cuja principal fungfo ¢ transportar
o oxigénio. Cada molécula de Hb & composta por quatro subunidades, duas « e duas
unidas por um grupamento heme. O heme é um complexo formado por um 4tomo de ferro
situado no interior da estrutura porfirinica que o mantém no estado ferroso e lhe confere a

coloragho vermelha caracteristica dessa proteina (BUNN, 1997).

As cadeias o, e o pseudogene %o (grupamento génico a) sdo codificadas no
brago curto do cromossomo 16. Os quatro genes funcionais desse grupo sdc genes
duplicados, ou seja, existem dois genes £ ({3 e ¢1) e dois genes @ (a; e a). As cadeias ¢, y°,
Y £ e o pseudogene ¥B (grupamento génico B) sdo codificadas no braco curto do

cromossomo 11. A figura ilustra a disposigdo dos genes ao longo dos cromossomos 11 € 16
(PAPAYANNOPOULOU e STAMATOYANNOPOULOS, 1980}.

ey 50 4% 30 20 ERt] e

i 3 E S 1 H E i i -3 LE & % £ i g i i i 5 i - S S 3 E

Cromossomo 11

£
TR | 1 e T e

Figura 1 - Organizagio cromossémica dos genes da globina humana. As cadeias o sio
dispostas ao longo do cromossomo 16 e cadeias £ no cromossomo 11. Os
éxons de cada gene estfio representados por barras pretas e os introns pelas
coloridas. Adaptado de Anr Introduction to Genetic Analysis
(© 2000 by W. H. Freeman and Company).
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Elas sdo expressas de acordo com o estagio de desenvolvimento durante a
ontogénese humana, e possuem uma alta similaridade. A forte similaridade estrutural
existente entre essas as cadeias fortalece a hipotese de que esses genes se originaram a
partir da duplicagio de um Unico gene em um ponto primitivo da evolugdo
(PAPAYANNOPOULOU e STAMATOYANNOPOULOS, 1980).

As combinagOes entre as cadeias do grupamento a com as do grupamento f
resultam na composicio de moléculas distintas de Hb. Essas moléculas sfo sintetizadas em
diferentes fases do desenvolvimento humano: embriondrio, fetal e pds-nascimento. O
switch da sintese da molécula de Hb é definido como a troca na composigio destas
moléculas durante o desenvolvimento ontogenético e concomitante mudancga dos sitios de

eritropoese no individuo (figura 2) (BARON, 1997).

Durante o periodo embrionario, desde o seu inicio, sio expressas as
hemoglobinas Gower I ({>&2), Gower Il {aze;) e Portland ({2y2) e o principal sitic de
eritropoese ¢ o saco vitelinico. A partir da quinta semana de gestacfio, comega a sintese da
hemoglobina fetal ({>}2) ou HbF e concomitante mudanga do sitio de eritropoese para o
figado e bago. A HbF permanece expressa em niveis elevados até o nascimento do bebé e
apresenta uma grande afinidade pelo oxigénio, facilitando desta forma, o transporte de
oxigénio através da placenta. Cerca de seis meses apds o nascimento, a expressio da HbF
decai até cerca de 1%, periodo em que predominam a expressio das hemoglobinas adultas
A (aof) e Az (a28y). Em individuos adultos normais a HbA compde cerca de 97% do total
da hemoglobina celular, a Hb A, se mantém em niveis de expressfo entre 2 e 3% e a HbF ao
redor de 1% e a medula 6ssea passa a ser o principal sitio de eritropoese (figura 2) (BUNN,
FORGET e RANNEY, 1977; BLAU e STAMATOYANNOPOUILOS, 1994; BUNN,
1997).

Introdugdo
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Figura 2 - Switch da hemoglobina, ilustrando também os sitios de eritropoese
representados acima. Adaptado de An Introduction to Genetic Analysis
(© 2000 by W. H. Freeman and Company).

O transporte de oxigénio pela molécula de Hb ests baseado na capacidade dos
seus atomos de ferro combinar reversivelmente com o oxigénio molecular. Estruturalmente,
o grupo heme e o aminoacido com o qual o ferro esta ligado ¢ o mesmo em todos os tipos
normais de Hb, entretanto suas afinidades ao oxigénio podem variar consideravelmente em
decorréncia de  alteragdes na  estrutura da molécula de hemoglobina
(BUNN E FORGET, 1986).

Varias sdo as alteragbes moleculares que podem levar a formagiio de outros
tipos de moléculas de Hb com caracteristicas bioquimicas diferentes das normais €, por isso
sdo denominadas Hb variantes. A maioria das variantes estruturais de moléculas de Hb &
originada pela substituico um simples nucleotideo, resultando na mudanca do aminodcido
sintetizado. O melhor exemplo de Hb variante estrutural ¢ o da hemoglobina S (HbS),

detectada em pacientes portadores da anemia falciforme (AF).

Introduedo
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1.2 - A Anemia Falciforme

Um dos primeiros relatos que descreviam o quadro clinico e hematolégico da
anemia falciforme (AF) foi feito por HERICK em 1910, ao observar que as células
eritroides de um de seus pacientes apresentavam um formato peculiar de foice. Este
paciente, um jovem negro das Antithas que havia emigrado para Chicago, apresentava um
quadro de anemia grave seguida de ictericia. Inicialmente estes sintomas foram associados
com o diagndstico de anemia hemolitica. Em 1949 Pauling e colaboradores identificaram
por meio de eletroforese, uma Hb com padriio migratorio diferente. Esta Hb estruturalmente
anormal, denominada hemogiobina S (HbS), foi associada entfo com a anemia cujas
células eritroides apresentavam formato de foice. Estes pesquisadores também constataram

que a HbS estava presente principalmente na populagio negra (PAULING ef al, 1949).

A AF ¢ originaria da Africa e foi trazida pelos escravos para as Américas, €
atualmente € encontrada também na Europa e Asia. Estima-se que no Brasil cerca de 5 a
10% de afros-descendentes sejam portadores da forma heterozigotica da AF. Esses valores
sd0 ainda menores no Sudeste do Brasil, com cerca de 2% de portadores
(ZAGO et al., 1983; GONCALVES et al., 1994).

Embora haja uma maior incidéncia na raga negra, os brancos, particularmente
aqueles provenientes de regides do Mediterrineo (Grécia, Italia), Oriente médio e India,
também apresentam a doenca. No Brasil, além deste fato, ainda ocorre intensa
miscigenagio racial, o que contribui ainda mais para a presenga de alelos falciformes em

populagio ndo negra.

A anemia falciforme (AF) caracteriza-se clinicamente por anemia hemolitica
crbnica ¢ fendmenos vasoculsivos, que levam as crises de dor e lesdo tecidual progressiva.
A denominagio AF ¢ utilizada para representar o individuos que apresentam a mutagio

para a hemoglobina S em homozigose (HbSS) (SCHECHTER e RODGERS, 2000).

A hemoglobina S ¢ causada pela substituicio de uma adenina por timina
(GAG — GTG) no codon seis do gene f globina, levando a produgdo de uma valina ao

invés de um 4cido glutdmico. Esta mutagio de ponto origina a HbS (af), que
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desoxigenada torna-se insoluvel e agrega-se em longos polimeros, fenémeno conhecido
como polimerizagéio. A polimerizaggo resulta na alteragio do eritrocito que assumem forma
de foice, fendmeno denominade de falcizaclio, e reducio de sua deformabilidade,
consequentemente levando a obstrugio vascular e lesdio tecidual. A figura 3 apresenta um
esquema reduzido dos aspectos fisiopatolégicos da AF {EMBURY, 1986; LABIE ¢
ELION, 1999).

1€ sttbstituicao : Solugao HbS Potimero Hemacia
GAG aminoacido HbS falcizada

GIG == [Glu =Val oo

oxi desoxi ldeformabilidade
oolusac
_ vascuiar
leséo de
tecidos

Figura 3 - Aspectos fisiopatologicos da anemia falciforme. Adaptado de “Hematologia:

Fundamentos e Pratica”.

A gravidade clinica dos pacientes com AF & bastante variavel. Pacientes com
quadro clinico grave apresentam uma anemia hemolitica cronica, atraso no crescimento,
infecgBes repetidas, obstrugfio vascular, infartos dolorosos em varios tecidos e isquemia
tecidual. Outros pacientes, entretanto, apresentam evolugdo clinica mais benigna
(PISSARD e BEUZARD, 1994; RODGERS, 1997),
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O grau de polimerizagio dos eritrocitos sob desoxigenagfio estd intimamente
- relacionado com a gravidade da doenga. Alguns dos fatores que influenciam a
polimerizagio sdo: concentragio de oxigénio, concentragio de HbS, grau de desidratagio
da célula, presenca de Hb normais, tempo de circulagdc dos globulos vermelhos na

microcirculaggo, pressio, forga ibnica e pH (DE FRANCESCHI ¢ CORROCHE, 2004).

As deformagdes celulares decorrentes do processo da falcizacio alteram as
trocas ibnicas, afetam a permeabilidade celular e, como conseqiiéncia, surgem lesdes na
membrana, 0 que contribui para encurtar a vida das células. Esse processo pode ser
reversivel com a oxigenagio celular, desde que a membrana da célula ndo esteja
definitivamente alterada. Contudo, depois de repetidos episodios de oxigenacdo, os
eritrocitos tornam-se irreversivelmente falcizados. (NAGEL e STEINBERG, 2001). Além
disso, depois de repetidos episddios de falcizagdo e desfalcizacfo, as células falciformes
tendem a perder 4gua e potassio (K+), tornando-se desidratadas, o que resulta no aumento
da concentragdo da hemoglobina corpuscular média (HCM) e aumento da polimerizagio
dos eritrocitos (ADRAGNA, FONSECA e LAUF, 1994)

Os eritrocitos irreversivelmente falcizados sio seqiiestrados e rapidamente
retirados da circulagdo, principalmenie por macréfagos do sistema reticulo-endotelial. A
destrui¢do aumentada dos eritrocitos € um dos fatores responsaveis pela anemia hemolitica
crénica caracteristica da doenga. Existe uma forte correlagio entre a porcentagem de
eritrocitos irreversivelmente falcizados que constituem uma subpopulagio de células densas
¢ desidratadas, e a taxa de hemolise (NAGEL e STEINBERG, 2001).

Ainda como conseqiiéncia do processo de falcizagiio, os eritrocitos falcizados
aderem-se com maior facilidade ac endotélio vascular, contribuindo para aumentar os
episodios de obstrugdo vascular associados 3 AF. Ha um desequilibrio entre a vasodilatagio
e vasoconstricdo devido aos numerosos fatores envolvidos neste processo. Esse
desequilibrio acaba favorecendo a vasoconstrigio que contribui para um aumento ainda
maior da adesdo (ADRAGNA, FONSECA e LAUF, 1994; OKPALA ef al., 2002).

Os fendmenos vasoclusivos acontecem principalmente em o6rgios com
circulagdo sinuosa, onde o fluxo de sangue ¢ lento, a tensdo de oxigénio & baixa ¢ o pH

acido (rim, bago, medula Ossea) ou ainda, naqueles 6rgdos onde hé um suprimento
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sangllineo arterial terminal limitado (retina, cabe¢a do fémur). A hipoxia decorrente da
obstrugdo vascular gera infartos teciduais e orgénicos, e proporciona crises de dor ou danos

teciduais crénicos e provavelmente irreversiveis nos 6rgdos alvo (LABIE e ELION, 1999).

O aumento da aderéncia das células falcizadas ao endotélio vascular modulada
pela a¢do de proteinas plasmaéticas, pela presencga de citocinas, pela ativagio das plaquetas e
anormalidades no ténus vasomotor sio alguns dos fatores que podem conduzir a maior
incidéncia dos fendmenos vasoclusivos caracteristicos na AF (GLOVER ef al., 1999).
Estudos de fatores liberados por monécitos durante processos inflamatdrios, tais como:
Fator de Necrose Tumoral (INF - Tumor Necrosis Factor) ou Imterleucina 6
(IL-6 - Interleukin 6), sugerem que as alteragdes no endotélio celular aumentam a aderéncia
das células falcizadas, também contribuindo para a vasoclusio presente na AF
(GLOVER et al., 1999; DE FRANCESCHI ef al., 2003).

Proteinas plasmaticas como a fibronectina, o fibrinogénio, fator de von
Willebrand e trombospondina, presentes em niveis elevados no plasma de pacientes AF
também estio relacionadas 4 inducdo da adesdo das células falcizadas ao endotélio vascular
(KASSCHAU et al,, 1996).

Ainda neste contexto, células endoteliais circulantes de pacientes AF
apresentaram expressdo elevada de algumas moléculas de adesdo como, por exemplo, a
Molécula de Adesdo Vascular | (VCAMI - Vascular Cell Adhesion Molecule), Molécula de
Adesdo Intercelular (ICAM - Intercellular Adhesion Molecule) e E-selectina (F-selectin).
Quando as mesmas moléculas tiveram seus niveis avaliados em camundongos transgénicos
com AF, a expressdo destas moléculas também se encontrava elevada. Esse estado de
ativagio do endotélio wvascular evidencia o curso inflamatério da AF
(SOLOVEY et al, 2001; OKPALA ef al., 2002).

1.2.1 - Moduladores de gravidade

Além de fatores que determinam a concentracio de HbS intracelular e sua
propensdo a polimerizacfio, outros fatores também podem atuar como moduladores da

gravidade da AF. Dentre eles podemos citar os niveis elevados de HbF, a concomitincia

Introdugdo
49



com a-talassemia ¢ a presenga de diferentes haplétipos. Estes moduladores talvez sejam
fatores determinantes no processo de falcizagio e expliguem em parte a diversidade

fenotipica encontrada em portadores de doengas falciformes (CHIES e NARDI, 2001).

O haplotipo Benin € bastante comum em populagdes Norte-americanas e do
Caribe, enquanto que no Brasil ha uma maior prevaléncia do Banto, que também ocorre na
Sicilia, Grécia, Turquia e Arabia Saudita. Ambos estfio associados com niveis mais baixos
de HbF. Por outro lade, os haplétipos Senegal e Arabe-Indiano estdo associados com niveis
mais ¢levados da HbF (PAGNIER et al, 1984, LAPOUMEROULIE e al, 1992,
FIGUEIREDO er al., 1994; GONCALVES et al., 1994).

Diversos estudos demonstraram relagio direta entre niveis elevados de HbF e
evolugdo clinica menos grave de pacientes com AF. A HbF atua como potente redutor da
gravidade da AF por nfio participar do processo de polimerizagio, aumentando a
solubilidade da HbS. Desta forma, ela nio somente reduz a concentragio de HbS como
também inibe sua polimerizagio (INAGEL E STEINBERG, 2001).

Com base nos efeitos benéficos relacionados ao aumento dos niveis de HbF em
pacientes com AF, novas estratégias terapéuticas vém sendo propostas. Elas baseiam-se no
principio da reativagdo farmacologica da expressdo do gene y da globina e conseqiiente
aumento os niveis da HbF nos individuos adultos. Entretanto, € necessario que haja melhor
compreensfo dos mecanismos basicos acerca da regulagio génica no loco da f globina e
outros fatores que possam influenciar direta ou indiretamente no aumento da expressio do

gene 7.

1.2.2 - Indugio do Aumento de Hemoglobina Fetal pela Hidroxiuréia

Ha varias décadas, agentes farmacoldgicos vém sendo pesquisados e propostos
como potentes ferramentas terapéuticas que atuam na inducgfo da expressdo do gene y
globina e aumento de sintese da HbF, e consequentemente levando a melhor evolugdo

clinica para os pacientes AF.
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Um dos agentes de maior destaque é a hidroxiuréia (HU), um quimioterapico
usado no tratamento de doencas mieloproliferativas e de facil administracio oral. Nos
ultimos anos a HU tém sido amplamente utilizada em ensaios clinicos em pacientes com
AF, com intuito de aumentar a sintese da HbF e conduzir a atenuagio do quadro clinico da
doenca. (KINNEY ez al, 1999; WARE ef al., 2002).

Pacientes com AF tratados com HU apresentaram menor necessidade de
transfusdes, hospitaliza¢Bes, diminuigio das crises de dor e fendmenos vasoclusivos e
reducio da mortalidade (STEINBERG er al, 2003). Inicialmente, o efeito benéfico
exercido pela HU era atribuido somente ao aumento dos niveis de HbF promovidos pelo
agente. Todavia, alguns pacientes apresentaram uma melhor evolugio clinica antes mesmo
de se detectar aumento significativo nos niveis de HbF (CHARACHE, 1997; WARE et al.,
2002; STEINBERG et al, 2003). Estes dados fortalecem a hipotese de que a HU ndo
exerca seu efeito benéfico apenas sobre a HbF, mas também sobre outras vias ainda

desconhecidas.

Foi associado ao mecanismo da a¢do da HU o aumento da concentragiio total de
Hb, aumento dos valores do volume corpuscular médio (VCM) e da concentragio da
hemoglobina corpuscular média (HCM), e também um aumento do nimero de células F e
reticulédcitos F. Observou-se ainda maior sobrevida do eritrocito, aumento de solubilizagio
e diminui¢io de polimerizagio da HbS e maior deformabilidade das hemacias, que podem
estar indiretamente relacionados ao co-transporte de Na K-Cl e consegiiente aumento da
hidratagdo (ADRAGNA, FONSECA e LAUF, 1994; BALLAS et al., 1999).

O efeito mielo-supressivo exercido pela HU ¢ verificado pela diminuigio do
nmmero de células brancas, plaquetas, granulocitos, reticulocitos
(provavelmente associado ao decréscimo da hemdlise) e células densas
(STEINBERG ef al, 1997, BALLAS et al | 1999).

Dentre as hipdteses relacionadas ao mecanismo de a¢do da HU sobre o aumento
da HbF, uma das mais aceitas atualmente é a evidenciada pela rapida regeneragio de
células jovens comprometidas com a linhagem eritréide apds uma fase de cito redugio.

Esse mecanismo torna-se possivel, pois a HU ¢ capaz de interromper a sintese de DNA nas
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células precursoras eritroides em estigios mais avangados de diferenciagio celular pela
inibi¢@o da enzima ribonucleotideo redutase. Esta suspensdo temporaria na sintese de DNA
ocasionaria uma breve suspensio da hematopoese, e o restabelecimento da eritropoese se
daria por um estresse hematopoético. Assim, haveria um recrutamento de células jovens
comprometidas com a linhagem eritroide, que possuem conservada a capacidade de sintese
de HbF. Essas células seriam estimuladas a sofrer uma rapida diferenciacio e maturacio,
fazendo com que os eritroblastos originarios destas células possam expressar
continuadamente o gene da y globina, e conseqiientemente aumentando a expressdo da HbF
(KAUFMAN, 1992; GLADWIN e SCHECHTER, 2001; HALSEY e¢ ROBERTS, 2003;
HAYNES et al., 2004).

Em 1997, YANG e colaboradores demonstraram rela¢io entre o nimero total
de Unidades Formadoras de Explosdo Eritréide (BFU-E - Burst Forming Unit-Erythroid)
¢ niveis de HbF em pacientes AF tratados com HU, ou seja, quanto maior o aumento da
sintese da HbF menor o nimero de coldmas BFU-E. A supressio do crescimento das
colonias BFU-E acentua o comprometimento de progenitores eritréides jovens, acelera a
eritropoese e aumenta a sobrevivéncia de células vermelhas falcizadas
(YANG et al., 1997, POPE et ai., 2000). HO e colaboradores em 2003 observaram in vitro
que o namero de coldnias BFU-E decaiu consideravelmente em pacientes AF tratados com
HU de maneira dose dependente quando comparados aos ndo tratados. Quanto maior a dose
de HU adicionada, maior redug@o no nimero de colénias BFU-E foi observada, atingindo
valores abaixo de 10% dos valores normais em presenca de 75 pM de HU. Os niveis de

HbF também aumentaram de maneira dose dependente (HO et al., 2003).

O efeito dose dependente da HU sobre o crescimento e diferenciagdo eritrdide
foir analisado em 2002 por WANG e colaboradores. Utilizando culturas de células
mononucleares de individuos controles, tratados e ndo tratados com HU, continuamente ou
por pulso (administrag8o ndo continua) observaram que a HU aumentou os niveis de HbF
de maneira dose e tempo dependente, tanto no tratamento continuo, quanto por pulso. Ou
seja, 0 numero de células F e os niveis de Hb total aumentaram em presenca de doses
pequenas de HU e diminuiram quando altas doses de HU foram administradas, sugerindo
que esse efeito promovido pela HU seja o resultado da interag@o de vanas e diferentes vias
de sinalizacdo intracelular (WANG er al., 2002).
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Recentemente, estudos associados ao mecanismo do oOxido nitrico (NO)
sugerem que este gas com meia vida aferida em segundos tenha papel significativo no
mecanismo de agio da HU (NAHAVANDI ef al., 2000; GLADWIN e SCHECHTER,
2001). O NO ativa a enzima guanilato ciclase soluvel (sGC) e aumenta os niveis de
guanosina monofosfato ciclica (¢<GMP), que atua como segundo mensageiro para mediar
varias respostas fisiologicas, tais como relaxamento muscular, inibigio a adesio de
plaquetas, neurotransmissdo, entre outros (NAHAVANDI er al, 2000). Outra funcio
importante desempenhada pelo NO ¢ a inibigio da adesfio de mondcitos, leucocitos e
celulas vermelhas as células do endotélio e também diminuicio da expressdo de moléculas
de adesdo. Todos estes eventos resultariam num aumento do fluxo sanguineo
principalmente na micro-circulagio e aumento da disponibilidade de oxigénio para os
tecidos (GLADWIN ef al., 2002; NAHAVANDI et al., 2002).

Pacientes AF apresentaram niveis baixos de NO durante as crises de dor,
desencadeadas pelo processo de vasoclusdo. Havendo melhora nas crises, os niveis de NO
aumentaram também (LOPEZ ef al, 2000). Os resuiltados obtidos em estudos com ratos
demonstraram que a HU levou 2 producdo de NO, por meio de niveis detectaveis de
nitrosil-hemoglobina (JIANG ef al, 1997). Em pacientes com AF, os niveis de
nitrosil-hemoglobina também se encontravam aumentados em resposta a administragio de
HU (GLADWIN ¢ SCHECHTER, 2001).

Foi demonstrado que a HU e outros doadores de NO aumentam a express3o do
gene y globina em linhagens de células K562 e em progenitores eritroides humanos de
maneira dose dependente. Estes compostos nio s6 aumentaram a razio 7 / f neste sistema
bem como tiveram um pequeno efeito na expressio do gene da £ globina
(COKIC et al, 2003). Os niveis de HbF se mostraram aumentados em resposta a
administracdo da HU bem como de outros doadores de NO como a S-rifrosocisteina
(CysNQO) em células eritroides humanas. Também estavam aumentados os niveis de cGMP
em ce¢lulas progenitoras eritroides. Utilizando inibidores da via sGC, houve blogueio no
aumento da expressfio do gene da y globina. Estes estudos evidenciaram o envolvimento da
via sGC na indugdo da producio da HbF e também revelaram que a inducdio da expressdo
do gene da y globina, mediada pela HU ou doadores de NO, ocorra apenas durante um
curto periodo da vida da diferenciagdo eritrocitaria (JIANG ef al., 1997; KING, 2003a).
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Outro estudo, realizado em 2003 por KING, também evidenciou como
mecanismo de agiio da HU, a ativagio da sGC através da producio de NO derivado da HU
(KING, 2003b). Pacientes tratados com a HU apresentaram, além do aumento na expressio
do gene 7, aumento nos niveis de nitrito, nitrato e ferro nitrosil hemoglobina, os quais sio
marcadores de producgdo do NO. A ativagio da via sGC demonstrou a inducio da expressio
do gene y tanto em células K562 quanto em progenitores eritrdides. O tratamento com
inibidores de sGC foi capaz de bloquear esse aumento (JKUTA, AUSENDA e
CAPPELLINL, 2001; COKIC et al, 2003; REITER e GLADWIN, 2003). Niveis
aumentados de ¢cGMP também foram detectados em resposta ao aumento dos niveis de
expressdo do gene y globina em resposta 4 administragio da HU em progenitores eritroides
de pacientes com AF. Esses resultados reforcam ainda mais o comprometimento da HU
com 2 via sSGC (NAHAVANDI er al., 2002; CONRAN ef al., 2004).

Em uma outra abordagem, PARKS e colaboradores em 2001 demonstraram que
apos o tratamento com HU em células K652, os niveis de fosforilagio do gene da Quinase
{ Regulada por Sinal Extracelular (Erkl- Extracellular Signal-Regulated Kinase 1)
estavam diminuidos, enquanto os de p38 estavam aumentados. Os genes Erkl e p38 sio
membros da familia das Profeinas Quinases Ativadas por Mitégeno
(MAPKS - RAS-mitogen-activated Protein Kinases), que sio proteinas quinases envolvidas
na regulacdo de uma série de processos celulares, tais como a sobrevivéncia, proliferacio e
diferenciagdo celular (PARK ef al, 2001; NAGAI ez al., 2003).

Porém, quando os niveis de p38 e p44/42 foram avaliados em linhagens de
células eritroleucémicas de murino (MEL- Murine Erythroleukaemia Cells) tratadas e ndo
tratadas com HU, ndo foi observada diferenca significativa entre os niveis de fosforilagio
de ambas as MAPKS. A adi¢io de inibidores da sinalizacio da via MAPK também nio
induziu diferenca significativa entre os controles ndo tratados ¢ tratados com HU, sugerindo
que a HU induza a diferenciacio eritroide das linhagens celulares MEL por um mecanismo
independente da via de sinalizagio RAS-MAPK (NAGAI ef al,, 2003).

Apesar do crescente nimero de estudos evidenciando cada vez mais o
comprometimento da HU com a via sGC e com o mecanismo de NO, ¢ provavel que nfio

haja apenas um mecanismo envolvido na agfo deste farmaco. Assim, a atuagio conjunta de

Introdugdo
54



genes que desempenhem papel de fatores de transcrigio ou com outras funcSes celulares
relevantes, poderia vir a contribuir ainda mais para a compreensio do complexo mecanismo
de agdo da HU. O estudo da expressdo génica tem fundamental importincia para o
entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na agdo da HU promovendo uma

melhor evolugfo clinica e conseqiiente aumento da HbF.

1.3 - Estudes de Expressio Génica

Muitos métodos vém sendo desenvolvidos visando compreender a expressdo
génica em determinados tecidos ou doencgas. Dentre eles podemos destacar a técnica de
construgdo de bibliotecas subtrativas (SSH - Suppression Subtractive Hybridization) que
consiste em analisar os genes diferencialmente expressos em determinado tecido diante de
duas condigdes diferentes (GUBIN et al., 1999). Uma outra técnica que vem sendo muito
utilizada € a de microarranjos (microarray) de expressio, no que genes conhecidos sio
arranjados em uma ldmina ou membrana e t&m sua expressio quantificada em diversas
condi¢des (JISON et al., 2004).

Uma metodologia recente que une as vantagens dos dois outros métodos
anteriores (analisar os genes diferencialmente expressos e quantificar os niveis de
expressdo de genes ja conhecidos), mas que também possibilita a identificagiio de genes
novos € a Andlise Seriada da FExpressio Génica (SAGE - Serial Analysis of Gene
Expression). Foi descrita em 1995 por VELCULESCU e colaboradores ¢ consiste na
construgdo de bibliotecas, permitindo analises qualitativas e quantitativas da expressdo
génica total de determinadas células ou tecidos. Ela € capaz de analisar o conjunto de genes
transcritos de um tecido sem a necessidade de haver um conhecimento prévio destes

transcritos { VELCULESCU ez al., 1995). Esta técnica esta baseada em trés principios:

1 - Obten¢do de uma pequena sequéncia denominada “fag” variando de 9-14 bp
de uma regifo definida e especifica de cada um do total de genes expressos

no tipo celular analisado;
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2 - Ligagdo dos ‘“7ags” entre si, formando longas moléculas de DNA
(concatdmeros) que podem ser clonados e segiienciados, possibilitando a
identificacdio de cada uma das “7ags” como pertencente a genes previamente
descritos e depositados em bancos de dados (http://cgap.nci.nih.gov/SAGE,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SAGE) ou a caracteriza¢io como genes ainda

ndo descritos (rno maitchs);

3 - A quantificacio dos niveis de expressiio dos genes € obtida pelo nimero de
vezes que uma determinada tag ¢ encontrada em um determinado tipo
celular. Assim, se uma determinada fag é encontrada em maior nimero na
amostra de um paciente em comparagdo a um controle, é entendido que o
gene por ela representado tem sua expressdo aumentada na doenca. A
situagio inversa também pode ser encontrada, ou sgja, genes com expressio

diminuida em relagio ao controle.

O emprego destas metodologias pode fornecer dados importantes sobre
mecanismos de expressio e regulacio génica, identificar genes novos que possuam funciio
importante, bem como comparar as diferencas nas expressdes globais de determinados

tecidos ou células expostas a determinados estimulos ou tratamento.

WANG e colaboradores em 2002 avaliaram a expressio génica em linhagens de
células AC133" ndo tratadas e tratadas com a administragio de doses baixas e altas de HU,
utilizando a técnica de microarray. Foram analisados os padrdes de expressdo de genes
envolvidos com o controle do ciclo celular, apoptose e vérias vias de transdugio de sinal.
Quando tratadas com altas doses de HU, um aumento significativo na expressio de genes
associados com apoptose (dr3, caspase 3, caspase 10, bax e bcl-xl) e ciclo celular
(p21, skp-1, gadd45 e mdm?2) foi observado. Por outro lado, a administragio de baixas
doses de HU aumentou a expressio do gene da Resposia Precoce de Crescimento 1
(EGRI - Early Growth Response 1), associado a respostas celulares. De acordo com estes
dados, a administragio da HU em doses baixas e altas regula a expressio de diferentes
genes, atuando em vias celulares distintas (WANG ez al, 2002).
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Em um estudo realizado em 2004, JISON e colaboradores evidenciaram o
estresse oxidativo, hemolitico e inflamatério presentes na AF por meio da metodologia de
microarranjos. Neste estudo foi comparada a expressio génica de amostras de células
mononucleares de sangue periférico de pacientes com AF ndo tratados com HU com
individuos controles. Foram obtidos inicialmente 112 genes diferencialmente expressos
estatisticamente significativos. Uma clusterizaciio foi feita com estes 112 genes, com Os
individuos controles, pacientes com AF nfo tratados e adicionalmente com os tratados com
HU. Os pacientes com AF nfo tratados e tratados com a HU apresentaram padrSes de
expressio gémica semelhantes, diferenciando apenas do padrio apresentado pelos
individuos controles. Quando critérios estatisticos menos estringentes foram aplicados, 385
genes se apresentaram diferencialmente expressos na AF. Ainda neste contexto, nenhum
gene diferencialmente expresso estatisticamente significativo foi encontrado entre os
pacientes com AF tratados e nfo tratados com HU. Uma anotaco funcional de acordo com
o Gene Ontology Consortium foi feita utilizando estes 385 genes, ¢ genes associados &
regulagdo do ciclo celular, apoptose, moléculas de ades#o, genes induzidos por interferon,
quinases ¢ moléculas de sinalizagio foram encontrados em pacientes com AF. O estudo do
padrdo de expressio génica de pacientes com AF demonstrou uma inducio de marcadores
(genes) pro-inflamatérios que devem contribuir de alguma forma para a patogénese da
doenga, porém também foi demonstrada inducio da expressio de varios mecanismos

compensatorios, como por exemplo genes associados a mecanismos anti-oxidantes
{JISON et al., 2004).

Com a técnica de SAGE, perfis globais de expressio génica puderam ser
construidos € comparados com maior detalhamento e eficacia. Em 2003, HASHIMOTO e
colaboradores avaliaram a expressdo génica de leucdcitos, incluindo fagocitos, células T e
B em véarios estagios de diferenciagio. Foram construidos 17 bibliotecas e um total de
709.990 tags foram seqiienciadas, perfazendo 112.555 transcritos, dos quais 38.961 fags
representavam Zags distintas que foram identificadas mais de uma vez em todas as
bibliotecas. Dentre estas, um total de 14.557 fags correspondiam a genes identificados e
12766 tags foram classificadas como no matches. Quando foram avaliados os niimeros de
copias dos transcritos identificados, 0.2% dos transcritos apresentavam mais que 501

copias, 1.6% dos transcritos apresentava entre 500 e 51 copias, 16.8% transcritos com
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copias entre 50 e 6, e a grande maioria, 81.4% dos transcritos com nimeros de copias
inferiores a 5 (HASHIMOTO ez al., 2003).

Os genes foram entdo agrupados como pertencentes a células linfoides e
pertencentes a celulas mieloides, possibilitando a comparagdo entre os dois tipos celulares.
Um total de 147 genes apresentou expressio significativa em células mieldides e outros 88
genes apresentaram expressdo significativa em células linfoides. Apds a anotagio
funcional, genes associados com metabolismo, sinalizagdo, cito esqueleto, protedlise,
canais de membrana ¢ genes relacionados a transporte tiveram maior expressdo em células
mieloides. Por outro lado, as células linfoides apresentaram maior expressdo de proteinas
ribossomais, que tém importante papel na regulagio das vias de traduglo
(HASHIMOTO er al., 2003).

De acordo com todos os dados apresentados em estudos anteriores visando
compreender o mecanismo de acio da HU para promover a melhora do quadro clinico da
AF e o aumento da HbF, e com a utilizagdo de ferramentas eficientes como o SAGE, este
trabalho tem por objetivo analisar a expressio génica em células de medula dssea de um
paciente com AF antes e apos 2 administragdo da HU. A identificagiio de familias de genes
com expressdo induzida ou repressa, pode contribuir para melhor compreensfio das vias de
aco deste agente farmacoldgico, e para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais

eficientes no tratamento da anemia falciforme.
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O melhor conhecimento dos mecanismos moleculares associados a agdo da HU
em pacientes com AF podera contribuir para o desenvolvimento de terapéuticas mais

eficientes para o tratamento da AF. Desta forma, foram objetivos deste trabalho:

1) Determinar o perfil global da expressio génica em células da medula dssea
de um paciente homozigoto para a AF antes e 90 dias apés a administracio

micial da hidroxiuréia;

2) Determinar e identificar genes diferencialmente expressos entre os dois
perfis de expressdo e agrupar os genes de acordo com suas caracteristicas

funcionais;

3) Avaliar a expressdo de alguns genes diferencialmente expressos previamente
selecionados em um outro grupo de pacientes homozigotos para AF ndo

tratados e tratados com a hidroxiuréia.
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3.1 - Casuistica

Foram estudadas neste trabalho duas amostras de células da medula éssea de
um paciente AF, coletada por punciio aspirativa na crista iliaca de um paciente do sexo
feminino com 23 anos de idade, acompanhado pelo ambulatério de anemias do Centro de
Hematologia ¢ Hemoterapia da Unicamp. Foi recomendando ao paciente tratamento com
HU, na dosagem 25 mg/ kg/ dia devido a ocorréncia de repetidos episddios de crises

vasoclusivas.

Apds noventa dias corridos do inicio do tratamento, nova amostra de células da

medula 6ssea foi coletada.

Adicionalmente, foram coletadas amostras de sangue periférico de 10 pacientes

AF, cinco dos quais sob tratamento com HU e 5 nfo tratados.

Todas as amostras foram coletadas somente apds os pacientes concordarem em
participar da pesquisa, mediante explicacfio detalhada dos procedimentos e dados a serem
gerados pelo projeto, e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para
Pesquisa pelo paciente e pesquisador responsével (anexo 1). Este trabalho foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp

(anexo 2).

Dados hematologicos relevantes e que podem indicar atuag¢io da HU sob o

aumento da HbF e conseqiiente methora do quadro clinico est3o listados na tabela 1.
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Tabela 1 - Dados hematologicos do paciente com AF cuja amostra de medula dssea foi

coletada para a construcdo dos perfis de expressio génica.

DADOS HEMATOLOGICOS ANTES DA HU APOS AHU
Células vermethas (x10°71) 2.41 2.33
Hematbcrito (%) 239 243
Hemoglobina (g/dl) 7.6 8.0
Volume corpuscular médio (f1) 99.2 104.3
Hemoglobina corpuscular media (pg) 31.5 343
Lencdcitos (x10°/1) 10.85 5.16
Neutréfilos (x10°/) 6.03 208
HbF (%) 3.40% 8.80%

3.2 - Extracio do RNA Total

0O RNA foi extraido utilizando-se o reagente TRIzol
(Invitrogen-Life Technologies), que € uma solugio monofasica composta por fenol e

guanidina isocianato, de acordo com as instru¢des do fabricante.

O passo inicial da extragio de RNA foi a lise celular (lise de hemacias),
realizada a partir de cloreto de aménia e bicarbonato de aménia e sucessivas centrifugacGes
at¢ a obtengio de um precipitado esbranquicado de células. A este precipitado, foi
adicionado cerca de 1 ml (1 mi para cada 5x10° células) do reagente TRIzol, que rompe as
células, dissolvendo os componentes celulares sem comprometer a integridade do RNA. O
precipitado contendo o 7R/zol foi incubado a temperatura ambiente a fim de que houvesse
completa dissociagdo dos complexos nucleo-protéicos. ApoOs agitagio vigorosa desta
amostra contendo cloroformio, foi realizada uma nova incubagio. Foi realizada
centrifugagiio em velocidade maxima de 14000 RPM a 4° C com recuperagio da fase
orgénica da amostra em outro tubo, procedendo imediatamente para a etapa de precipitagio
com 1sopropanol gelado. Foi realizada nova incubagfo 4 temperatura ambiente seguida de

centrifugagdo em velocidade maxima de 14000 RPM a 4° C. Apés esta centrifugacio, o
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precipitado foi lavado com etanol 70% gelado para que houvesse completa remocdo de sal,
e entfo submetida 4 nova centrifugagdo, a 11500 RPM a 4° C. Finalmente, o centrifugado
foi ressuspendido em 4gua estéril contendo dietilpirocarbonato (DEPC) e incubado a 55° C

por 10 minutos inicialmente, e 2 horas em gelo para solubilizagio do RNA.

A quantificagio do RNA foi realizada através da leitura da densidade dptica em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 260 nm. A integridade da amostra foi
verificada em eletroforese em gel desnaturante 1,2%. As amostras com qualidade adequada
do RNA apresentavam integras as duas subunidades ribossomais: 18 S € 28 S (figura 4).

Apds a eletroforese, as amostras de RNA foram armazenadas em freezer - 80° C.

288 —p

188 ——up

Figura 4 - Verificagdo da qualidade das amostras de RNA em eletroforese em gel de
agarose 1,2%. Amostra do RNA extraida antes da administragio da HU,
apresentando as subunidades 28 S e 18 S integras. Como foram adotadas as
mesmas quantidades de amostra, todas as ilustragSes serfio apresentadas

apenas com a amostra antes da administragio da HU.

3.3 - SAGE (Serial Analisys of Gene Expression)

O método de SAGE foi inicialmente descritc por VELCULESCU e
colaboradores em 1995, e foi escolhido por representar uma boa alternativa para fornecer
informagGes gerais sobre o perfil de global da expressiio génica de células da medula dssea
de um paciente portador de anemia falciforme antes e apés a administracio da
Hidroxiuréia, permitindo a comparagio entre as duas situagSes bem como a anilise e
confirmagdo dos genes diferencialmente expressos (VELCULESCU ef al., 1995). A figura

5 ilustra resumidamente a técnica de SAGE.
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Figara 5 - Esquema ilustrativo da técnica de SAGE. Adaptado de

htto/fwww.nebinim. nib. gov/Class/MN AWBIS/Modules/Expression/exp82 html.
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Para se dar inicio a técnica, é necessario que as amostras de RNA total sejam de
6tima qualidade e desprovidas de contaminagio com DNA gendémico (figura 4). Foi
utilizado para a construgdo dos perfis de expressio génica deste trabatho o kit -SAGE®

(Invitrogen), seguindo as normas do fabricante com pequenas alteracdes.

A primeira etapa se da com o isolamento do RNA mensageiro a partir do RNA
total de cada amostra, através da ligagdo da cauda poli-A a 100 pl de oligonucleotideos de
timina (ofigo dT) adaptados a esferas magnéticas. As caudas poli-A entfio ligadas a estas
esferas sdo isoladas com o auxilio de uma estante magnética, que retém na parede do tubo
somente o RNA mensageiro ligado as esferas magnéticas. A transcrigio é realizada a partir
da enzima Superscript Il RTTM, com a adigdo de Rnase H. O resultado da sintese de ¢cDNA
¢ verificado através da reagiio em cadeia da polimerase (PCR) com primers para GAPD-H e
EEFIAL

O proximo passo acontece com a digestdo com enzima-ancora Nia I7], que
reconhece a seqiiéncia CATG. Apés a digestio, as fitas de cDNA estariio ligadas & esfera
magnética pela cauda poli-A e na outra extremidade terfio as 4 (quatro) bases do sitio de
reconhecimento da Nla III. Nesta etapa ¢ realizado um teste para checar a eficiéncia da
digestdo com Nla III onde hi a perda do sitio do primer para amplificacio do GAPDH
(figura 6 A). Estas fitas de cDNA sfo ligadas a adaptadores, que sdo seqiiéncias de 40 pb
que possuem nas suas extremidades coesivas as quatro bases complementares ao sitio da

enzima Nla 11], o que facilita a sua ligagio A extremidade das fitas de cDNA.

A amostra ¢ dividida em duas aliquotas, e cada uma delas é ligada a um
adaptador diferente, 4 ou B, utilizando a enzima T4 DNA ligase. Com ambas as aliquotas
ligadas aos adaptadores 4 e B, procede-se com a digestdo com a Bsm FI, que € enzima de
restrigio do tipo 1IS (reconhece um sitio e faz o corte em outro ponto da seqiiéncia}, que faz
as etiquetas (fags). Neste passo ¢ feita uma nova verificagio da eficiéncia por PCR
(figura 6 B).
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Figura 6 - Gel de agarose ilustrando os passos de confirmagdo da eficiéncia das reacdes.
A - verificagio da eficiéncia da digestdio com Nla III, onde ha a perda do sitio
de ancoragem do primer GAPDH ap6s a digestiio. B - verificacdo da eficiéncia
de ligagdo dos adaptadores 4 e B, representados pelos nimercs / e 4.

M - marcador de peso molecular

Como esta enzima reconhece seu sitio e corta a fita de cDNA a 10-14 pb
distante do seu sitio de reconhecimento, ela libera a fita de cDNA da esfera magnética,
restando uma fita de cerca de 50 pb com uma extremidade 5° coesiva sobressalente de 4
pares de bases. Portanto, a etiqueta (fag) consiste de 40 pb da seqiiéncia do adaptador e
10 -14 pb da etiqueta ou fag propriamente dita, com a seqiiéncia Gnica correspondente ao

transcrito.

Em seguida, a extremidade 5° coesiva criada com a Bsm FI é preenchida através
da reagio com a polimerase Klenow. E feita a reacio de ligagio dos fags, que serfio unidos
para formar um ditag (26 pb), em que cada fag correspondente ao transcrito vai conter o
adaptador 4 de um lado e ¢ adaptador B do ocutro. Uma amplificaciic por PCR em larga
escala € realizada, utilizando como molde (femplate) o produto da ligagio, ou seja, o3
ditags recém-formados. Os produtos gerados possuem 102 pb e sdio combinados em apenas
dois tubos, para extragio com fenol-cloroformio, precipitagio com etano!l, acetato de

ambnio e glicogénio e sio aplicadas em um gel de poliacrilamida 12% (figura 7 A). Os
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fragmentos de 102 pb sfio recortados do gel e purificados com colunas para centrifugacéio e
as amostras sdo eluidas ¢ novamente precipitadas com etanol, acetato de aménio e

glicogénio.

Uma segunda digestdo com Nla III é realizada nos produtos de PCR purificados
para eliminar os adaptadores e deixar somente os ditags de 26 pb. O produto desta digestio
¢ aplicado em gel de poliacrilamida 12% (figara 7 B), onde sdo observadas bandas de 26 pb
com o sitio da Nla I, bandas de 40 pb correspondentes aos adaptadores, e bandas de 60 e
100 pb resultantes de digesto parcial. Deste gel sio removidas apenas as bandas de 26 pb,

correspondentes aos difags, que sio submetidas i purificagiio em colunas.

E realizada em seguida, uma reacdo de ligacdo com os ditags purificados para
formar os concatimeros, que sio conjuntos de ditags ligados uns aos outros de forma
continua, até que atinjam tamanhos varidveis, de cerca de 200 pb até mais de 1000 pb,
dependendo do nimero de ditags que estiverem formando cada concatimero. E feita uma
selecdo por tamanho destes concatdmeros por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida
6%, separando em tubos diferentes os fragmentos com 200 a 500 pb, de 500 a 800 pb e os
fragmentos superiores a 800 pb (figura 7 C). Os concatdmeros de tamanhos diferentes sdo
entdo purificados e clonados em vetor pZero-1, e os vetores contendo os concatimeros sio

inseridos por eletroporagio em bactérias eletrocompetentes da linhagem DHI0B.
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Figura 7 - Gel de poliacrilamida ilustrando: A — os ditags de 102 bp; B — os ditags de 26 bp

e C - concatameros formados (rastro). M — marcadores de peso molecular

Foram utilizadas cubetas para eletroporagio de 0,1 cm e o eletroporador, Gene
Pulser IT (Bio-Rad Laboratories) ajustado para seguintes condigbes: 1,8 kV, 25 mF, 200 W,
As células eletroporadas sfio repicadas em meio agar LB Low Salf (meio sélido) contendo o
antibidtico zeocina e as coldnias sdo semeadas em placas de cultura com 96 pogos,
contendo meio liquido 2¥7T também com zeocina. Uma aliquota desta cultura é utilizada
para reagdo de PCR, com primers universais A3, nos dois sentidos. Os insertos
amplificados sfio analisados por eletroforese em gel de agarose 1% (figura 8) e entfio
utilizados para a reacfio de seqienciamento, realizada em seqiienciador automatico de DNA
MegaBace 1000 (Amersham Biosciences) utilizando DYEnamic ET Dye Terminator
Sequencing Kit (Amersham Biosciences).
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Figura 8 - Gel de agarose 1% ilustrando a amplificagdo de produtos de PCR de tamanhos

superiores a 600 pb. M — marcador de peso molecular ®X Hae

3.4 - Anilise de Bionformatica das Sequéncias Geradas e Analise Estatistica

As sequéncias geradas pelo MegaBace sfo analisadas por dois programas
(softwares) Phred e Cross-Muatch.

O Phred ¢ responsavel pela atribuiciio de uma base a um determinado tragado
(base call) e por fazer cortes em regides de baixa qualidade das seqiiéncias (trimagem). As
bases s3o trimadas do comego ao final de cada seqiiéncia, baseado na qualidade do tragado.
Especificamente, para cada base, a probabilidade de erro (de um base call) associada pelo
Phred ¢ subtraida de um valor limitrofe (cut-off). O valor de cut-off adotado neste trabalho
foi de 0.04, para asseguramos uma alta qualidade para as seqiéncias. Isso equivale a dizer

que definimos um Phred escore minimo de 20 para esse trabalho.

O Cross-Match foi utilizado para a remogio do vetor (pZero-I), e possiveis
contaminagbes nas seqiiéncias, como por exemplo, seqiiéncias contaminantes que

apresentem homologia com seqiiéncias de bactérias e outros vetores.

O produto final sdo sequéncias de alta qualidade, que consistem no
agrupamento de varios fags através dos sitios C47Gs (concatimero). Em seguida, o
programa eSAGE (versdo 1.2) faz a extragfo digital e contagem das fags, excluindo as tags
duplicadas, separando o total seqiienciado do nimero de fags unicas (umique tags)
(MARGULIES e INNIS, 2000). Apés esse processo, o programa realiza uma analise

comparativa entre as duas bibliotecas, calculando um valor de P, que indica a significancia
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estatistica entre a diferenca de expressdo referente a cada fag (teste de hipotese nula) e
também um fold, que ¢ a diferengca de expressio enire os perfis gerados
(AUDIC e CLAVERIE, 1997).

Os dados gerados pelo programa eSAGE foram entfio submetidos a programas
de criagiio de bancos de dados e tabelas, como o Access e o Excel (Microsoft Corporation)
para fins de andlise Para a identificagio de cada rag, foi realizada
(com o auxilio do Access) uma associa¢fio entre a fag e sua respectiva identificagio,
utilizando como base um banco de dados oferecido pelo Cancer Genome Anatomy Project

(CGAP) (http://cgap.nelnih.zov/SAGE). Neste banco de dados, estdo contidas as fags e

respectivas identificacBes com cada transcrito, nimero do Unigene (Hs), e localizagio
cromossomica (LAL ef al., 1999).

Os critérios de selegdo para a obtengio dos genes diferencialmente expressos
adotados neste trabalho foram: 1) valor de P menor que 0,05 e 2) uma diferenga (fold) de
expressdc de pelo menos 5 {(cinco) vezes (AUDIC e CLAVERIE, 1997). Os totais
respectivos a cada biblioteca analisada separadamente, bem como as andlises comparativas,

serdio apresentados adiante nos resultados.

Para a classificagio funcional dos transcritos diferencialmente expressos foi
utilizado um programa computacional especifico desenvolvido pela equipe de
bioinformatica do Hemocentro, denominado Gene Ontology Library Analyser for SAGE
(GOLIAS). Este programa usa como base o banco de dados do Gene Ontology Consortium

(www.geneontology.org) e desta forma classifica cada transcrito de acordo com a ontologia

funcional e levando em consideragdo a contagem real da expressio (n.°de fags) do
transcrito, determinada pelo SAGE no respectivo perfil. A anotacio funcional seri

apresentada adiante, nos resultados.

3.5 - Sintese doe ¢DNA

Foram utilizadas para a transcricdo reversa em cDNA (hibrido RNA-cDNA),
aliquotas das amostras de RNA utilizados para as construgles das bibliotecas ¢ também
aliquotas das amostras de RNA total dos 10 (dez) pacientes homozigotos para a AF ndo

tratados e tratados com HU.
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Para a remog¢io de todo e qualquer DNA contaminante contido nas amostras,
um total de 5 ug de RNA total de cada amostra foi inicialmente tratado com DN4se I por
15 minutos em temperatura ambiente. A reago foi interrompida pela adigio de EDTA, que
é um composto quelante de Mg (cofator necessario para a atividade da DNAse I) e
aquecimento das amostras a 65° C por 5 minutos. Em seguida foi adicionado primer oligo
df numa concentragdo de 0,5 pl/ pg de RNA molde, e a ligagio deste a regido poli-A do
RNA mensageiro serve como ancorador para que a enzima franscriptase reversa AMV
(Promega) sintetize a fita complementar, juntamente com os dN7P’s (10mM), tampdo da
enzima 5x e um inibidor de RNAse (RNAse QUT - Invitrogen) que também s30 necessarios
para a formagio da fita a ser sintetizada. A reagio foi incubada por 50 minutos a 42° C, e

depois por 15 minutos a 70° C, para que ocorra a inativagio da mesma.

Para a verificagdo do resultado da sintese do cDNA, uma aliquota das amostras
entdo sintetizadas foram submetidas 4 reagdo de PCR com primers de S-actina e

visualizados em gel de agarose 1% corado brometo de etideo.

3.6 - PCR Semiquantitativo (RT-PCR)

O PCR semiquantitativo foi utilizado para realizar a validagiio de genes
diferencialmente expressos entre as bibliotecas HbS e HbSHU, previamente escolhidos. Os

critérios de escolha adotados foram:
1) que fossem genes identificados;
2) que a tag que identifica o gene estivesse localizada mais distalmente 4 3";
3) que apresentasse valor de P < 0,05;
4) e que apresentasse uma diferenca de expressio (fold) de pelo menos 5 vezes.

Os primers foram desenhados com base na seqiiéncia depositada do mRNA de
cada gene escolhido, com o auxilio do programa Gene Runner utilizando condi¢Bes ideais.

Os primers desenhados e tamanhos de fragmentos estdo listados na tabela 2.
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Tabela 2 - Primers utilizados na reacdo de PCR semiquantitativo e tamanhos dos produtos

gerados pelas amplifica¢des.

GENE SEQUENCIA DOS PRIMERS AMPLIFICACAOQ bp
F—5" AAGAGATGGCCACGGCTGCT 3
B-actina 600 bp
R~ 5" TCGCTCCAACCGACTGCTGT 37
Early Growth Response 1 F -3 CCAGTCCCAGCTCATCAAACT’
317 pb
(EGRI) R -5 ATCTTGGTATGCCICTTGCG 3°
Endothelial Differentiation F 5" CCAAGAAATGGGCTGCIGG 37 % ob
278 pl
Factor 1 (EDF1) R -5 GGGCTTTCCAATGTCCTTTCC 37
Enhancer Rudimentary F -5 GATGATCTGGCAGACCTCAGC 3’ _—
. P
Homolog Drosophila (ERH) R -3"TCCGATTGAACAAGATCCTCAC 3"
Ferritin Heavy Chain 1 F -3 AGAGGGAACATGCTGAGAAAC Y’
345 pb
(FTHI) R~ 5 GTCTCCCAGGTGTGCTTGIC 3"
Garnma Globin F-5 CCATAAAGCACCTGGATGATC 3’
183 pb
(HBG) R -5 ATCTGGAGGACAGGGCACTG ¥
F - 5" CGAGTATTGGTTGAAAGGAGTG 3¢
Heat Shock Protein 1 (HSPEIL 326 pb

R - 5" TTTCAGAACTTCAGTGGAATGG 37
F -5 ACTGTCCTATCACGTCCTCTCC %
Peroxiredoxin (PRDX6) 363 pb
R -5 ATTGCTCACACCTGCTACACC 3’
Signal Transducer and Activator ~ F -5 GCTGTGGGACAATGCCTTTG 3"
of Transcription 5A (STAT3A4) R-5 TICTTCAACACCTCCATCACCC 37
F— 35" CTATTCAGCTCTCCTCATGGG 3
Transferrin (TF) 340 pb
R -3 TAGACAAACCCTCCATCCAAG 3’
Transmembrane 7 Superfamily 1 ~ F—5 GTGCTGTGCTGGTAAAGACG 37

(TM7SF1) R -5 TCTGCCTGGTCTGATACATTG 37

280 pb

295 pb

Inicialmente os genes foram amplificados utilizando como molde as amostras
de cDNA de células de medula Ossea utilizadas para a construgdo dos perfis HbS ¢ HbSHU.
Postertormente, os genes foram analisados em células K562 cultivadas com e sem
tratamento com HU. O primeiro passo foi a quaniificacio das amostras de ¢cDNA por
espectrofotémetro, e a partir disso foram feitas as dilui¢Ses seriadas das mesmas, partindo
de uma concentragio inicial de 1 pg do ¢cDNA molde: 1:2, 1:4, 1:8 1:16, 1:32, 1:64, 1:128
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e 1:256. Aliquotas destas dilui¢des (1 pl) foram amplificadas por PCR em reacfio de um
volume final de 25 pl contendo 1x do tampio da enzima, 2,5 mM de MgCl,, 10 mM do mix
de dNTP’s, 0,6 pmol de cada primer e 1 U da enzima Taq DNA polimerase (invitrogen). As
amostras foram desnaturadas inicialmente por 3 minutos a 94° C, e em seguidas submetidas
a 40 ciclos de amplificagio com desnaturagio de 30 segundos a 94° C, anelamento de 45
segundos a 50° C (ou 52° C dependendo do primer utilizado) e extensdo de 45 segundos a
72° C. Todos os produtos de PCR foram amplificados seguindo as mesmas condicdes de
reacdo, variando apenas a temperatura de anelamento para alguns primers. Para todas as
reagOes foram feitos controles negativos, onde a amostra nio foi acrescentada nas reagdes

para assegurar a auséncia de contaminagio.

O gene da f-actina foi utilizado como um controle endégeno de expressio
constitutiva, cujo resultado de quantificagio foi utilizado para normalizar os resultados
obtidos do gene de interesse, corrigindo assim, quaisquer possiveis diferencas entre as
concentragdes de cDNA usadas nas reagBes. Os produtos de PCR foram separados em gel

de agarose 1,8% e visualizados sob luz ultravioleta apos coloragiio com brometo de etideo.

3.7 - PCR Quantitative em Tempo Real — “Real-Time PCR”

A técnica de real-time PCR é baseada no monitoramento da fluorescéncia
emitida durante a reagio (HIGUCHI er al, 1993), pela ligagdo de uma sonda especifica
(Tagman, Molecular Beacon, etc) ou um corante (SYBRGreen), na fita recém sintetizada
(BUSTIN, 2000).

A detecgfio de amplificagdo em tempo real foi realizada no equipamento ABJ
5700 Sequence Defector System ® (Applied Biosystems) utilizando o reagente
“SYBRGreen PCR Master Mix” ® (Applied Biosystems), que além de conter todos os
reagentes necessarios para a realizagio de uma reagio de PCR (dNTPs, MgCl; Tampdio,
Taq Ampli-Gold) contém também o corante SYBRGreer, componente intercalante de DNA

dupla-fita necessario para a deteccio da reagfo ciclo a ciclo pelo equipamento acima citado.
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O método de quantificacio da expressio génica utilizado foi a denominada
“analise relativa dos dados™, onde a expressio dos genes escolhidos (tabela 3) foi
quantificada em relacio a uma situacio considerada como referéncia, em nosso caso, 0s
pacientes ndo tratados com HU, que constituiram a amostra calibradora. Todos os dados
obtidos foram normalizados a partir da expressdo de dois genes constitutivos utilizados

como controles endogenos, a factina e BCR.

A andlise relativa dos dados € expressa pela derivagio da formula aritmética
225T (3 descrigdio da andlise se dard mais adiante), na qual o nivel de expressdo génica das
amostras € obtido sempre em relagfio a amostra calibradora, como descreve o manual do

equipamento (User Bulletim 2, Applied BioSystems, 2001).

Para a realizag3o desta técnica foram desenhados primers especificos para os
genes EGRI, HSPEI, PRDX6 e TM7SF 1, alvos deste estudo. Os primers foram desenhados

com o uso do software “Primer Express” (Applied Biosystems) e esto listados na tabela 3.

Tabela 3 - Primers dos genes a serem analisados pela amplificacfio pela técnica de PCR

quantitativo em tempo real.

GENE SEQUENCIA DO PRIMER
F -5 AGGCCAACCGCGAGAAG 3’
BAC
R -5 ACAGCCTGGATAGCAACGTACA Y
F -5 CCITCGACGTCAATAACAAGGAT 3’
BCR
R - 5' CCTGCGATGGCGTTCAC 3
F -5 GAGCATGTGTCAGAGTGTTGTT 3
EGRI
R -5 CATGTGAGAGTACGGTCAAGC 3’
F - 5 CTGAAGTTCTGAAATCTTTCGTC 3
HSPE]
R -5 TTTGGAGACACTGGATGTCATT 3’
F - 5" ATTAGTGCCATGTGCCTTTC -3
PRDX6
R- 5 TCTCTTCTCTTCACATGGTGTAC - %
F-35 CCCATAGGAATAAGCAATAATGTA 3
TM7SET

R -3 AGCAAGGCTCCCTCTTTAGTAC 3’
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Para que a reagio de PCR em tempo real seja confidvel e reprodutiva, sdo
necessérias condigdes otimas de reagdo, ou seja, que as amplificagdes apresentem 100% de
eficiéncia de amplificagio a cada ciclo, ocorrendo duplicagio do contetido de DNA do ciclo
anterior. A eficiéncia de amplificagio ¢ obtida da formula 107" onde slope significa o
coeficiente de inclinagdo da curva (MEIJERINK et al., 2001; PFAFFL, 2001). A figura 9

ilustra as eficiéncias de amplificacgo referente a cada gene analisado.

As otimizages das reages aconteceram pela analise das amplificagBes obtidas
a partir de vérias concentragbes de primers e de cDNA de células lencémica K652 nio
tratadas e tratadas com HU. Para os cDNAs foram feitas sete diluiches seriadas
(logaritmicas): 500ng, 200ng, 120 ng, 63,26ng, 20ng, 6,32ng e 2ng. As concentrag¢des de

primers e as eficiéncias de amplifica¢fio seguem abaixo na tabela 4.

Tabela 4 - ConcentragGes de primers utilizadas nas amplificagdes dos genes estudados, As
concentragSes foram determinadas pelo teste de eficiéncia de amplificacio em

condigBes testadas. Também est3o apresentadas as eficiéncias de amplificagdo

respectiva a cada primer.

PRIMERS CONCENTRACAO (oM) EFICIENCIA DE AMPLIFICACAO
BAC 150 oM 100%
BCR 150 oM 99,85%

EGRI 600 nM 99,76%

HSPE] 600 nM 98,9%

PRDX6 600’nM 99%

TM7SF] 600 M 100%
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B

Standard G

Slope =-3,28677
Correlagio = 0,997120

C

Standard Curve

Slope = - 3,328728
Correlacic = 0,995570

Slope = -3,333277
Correlacio = 0,993505

Slope = - 3,372366
Correlagio = 0,992972
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E F

Standard Curve " |

Slope = - 3,367203 Slope = - 3324553
Corelagio = 0,991911 Correlagiic = 0,993168

Figura 9 - Analise das eficiéncias de amplificagdo dos primers utilizados. Para analisar os
dados gerados pelo PCR quantitativo em tempo-real, as reacdes foram
otimizadas para que tivessem 100% de eficiéncia de amplificaciio. De acordo
com os dados demonstrados na tabela 3, a figura mostra os graficos da analise
de eficiéncia dos primers (A) B-actina 150nM ; (B) BCR 150nM; (C) EGRI
600nM (D) HSPEI 600nM; (E) PRDX6 600nM e (F) TM7SFI1 600nm. Dados

de Slope e correlagdo abaixo de cada grafico.

Todas as amostras foram quantificadas sempre em duplicata em placas de 96
pogos (Sorenson, BioScience Inc) com tampas plasticas que permitem a passagem de luz.
As reagGes foram realizadas em um volume total de 25 pl contendo 10 ng de cDNA dos

pacientes, 12,5 pl de SYBRGreen Master Mix PCR (Applied Biosystems).

Os dados sdo coletados na forma de emissio de fluorescéncia durante os ciclos
da reagdo e analisados em forma de curva. A determinagio dos valores para quantificagio
da expressdo acontece com a determinagfio do threshold, que representa o momento em que
o sistema detecta luz de maneira “inequivoca” nas amostras, diferenciando o sinal real do
ruido de fundo. O ponto de encontro entre esta linha e a curva de amplificagiio ¢
denominado threshold cycle, ou Ct (figura 10). Quanto maior a expressdo do gene, mais
precocemente ele serd amplificado e, conseqiientemente, menor serd o Ct. Os dados de Cf

de cada gene foram exportados para uma planitha de Excell (Microsoft Corporation) e
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foram extraidas as médias destes dados, uma vez que as amostras eram feitas sempre em
duplicatas. A partir das médias, as amostras foram normalizadas com o controle de
expressio endodgena, consistindo no primeiro passo da derivagiio aritmética denominado
ACt (Ct da amostra com gene alvo menos Cf da amostra com gene de controle enddgeno).
Apos a normalizag8o dos dados, foi realizada a calibracfo dos mesmos utilizando a situagio
referéncia (amostras calibradora - amostras sem HU), levando ao segundo passo da
derivagfo aritmética denominada AACt (ACt da amostra a ser quantificada menos ACt da
amostra calibradora). Os dados entfio normalizados e calibrados sdo convertidos em niveis
de expressio pela formula 2% em que se atribui que a situagiio calibradora tenha valor

“um” (1) de expressio.

Enys Cycles
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Figura 10 - Curva de amplificagio de PCR quantitativo em tempo real. A analise da
morfologia das curvas é um forte indicativo de que a reago ocomreu sem
problemas. A curva deve ter uma morfologia sigmdide, mostrando as fases
lag ou inicial, log ou exponencial e fase de platd, onde nfo ocorrem mais
amplificagbes. Apds esta analise € tracado o threshold e a partir dele

coletados os dados em forma de Cr.
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Para certificagdo de que a fluorescéncia emitida nfio estava sendo gerada por
amplificagBes inespecificas, foi feita a analise da curva de dissociaco, que se baseia no 7m
(Melting Temperature) especifica de cada produto, que € determinada pela sua composigio
de nucleotideos. A cada variacio da temperatura, que acontece entre 60°C 4 95°C logo apos
o término do PCR, sdo coletados dados de fluorescéncia. 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 dupla fita
(figura 11). Na tabela 5 estdo ilustradas as temperaturas de dissociacio e tamanho dos

amplicons gerados para cada gene.

Tabela 5 - Temperatura de dissociacio e tamanhos dos produtos de PCR gerados pelos

genes estudados.

GENE TEMPERATURA DE DISSOCIACAO (TM) AMPLICON (bp)
BRAC 82° 79 pb
BCR 81° | 67 pb
EGRI 83° 84 pb
HSPEL 70° 93 pb
PRDX6 78° 95 pb
TM7SF] 73° 67 pb

R BTV IIRY. ..
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Figura 11 — Curva de Dissociagiio — A curva de dissociagiio ¢é utilizada para analisar a
auséncia de contaminantes ou geragio de produtos inespecificos. De acordo
com a tabela 5, podemos conferir que cada gene analisado tem um amplicon
¢ uma temperatura de dissociagio especifica. A dissocia¢iio do produto da
PCR leva a0 desligamento da ligacio SYBRGreen - DNA, levando 2 perda de

fluorescéncia que, na figura acima é demonstrada como um pico.

3.8 - Andilise Estatistica dos Dados Gerados Por Real Time PCR

Para analisar a expressdo génica entre os diferentes grupos de pacientes,
optou-se pelo teste ndo-paramétrico de Wilconxon-Mann-Whitney, uma vez que as
varidveis do estudo rejeitaram a hipotese de normalidade. Os dados foram considerados
significativos quando apresentaram valor de P igual ou menor que 0,05. A anélise

estatistica foi realizada pelo programa GraphPad Instat Tm Software, versdo 2.02.
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4.1 - Anailise Global da Expressio Génica de Perfil HbS

O perfil HbS foi construido a partir de uma amostra de células da medula dssea
de um paciente com AF, coletada antes da administragdo da HU. Foram sequenciadas
47.192 tags e apds a exclusido das tags redundantes, totalizaram-se 15.735 fags anicas, que

podem ser associadas a0 numero de transcritos expressos neste tecido.

A identificag3o das fags distintas foi realizada utilizando como base o banco de
dados oferecido pelo The Cancer Genome Anatomy Project (CGAP). Os transcritos foram
separados em genes identificados (que apresentavam alguma descri¢iio), no matchs, ou seja,
transcritos que ndo apresentavam nenhuma associagio e que possivelmente representam
genes ainda desconhecidos, e outras classificagdes associadas a seqiiéncias preditas

(ESTs, ORFs e outros). Os dados gerais desta classificacio estdo detalhados pa tabela 6.

Tabela 6 - Dados gerais do perfil HbS.

CLASSIFICACAO N.° TAGS

Total seqiienciado 47.192

Tags distintas (ndcas) 15.735
Genes identificados 7.649
ESTs e ORFs 2.064
cDNA/ RNA 748
Proteinas hipotéticas 1.123
No Matchs 4.15]

Os 50 transcritos mais expressos no perfil HbS estdo demonstrados na tabela 7.
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Tabela 7 - 50 transcritos mais expressos no perfil HbS.

TAG FREQUENCIA HS DESCRICAO

CTFCTTGCCC 3148 Hs.449630 hemoglobin, alpha 2
GCAAGAAAGT 2319 Hs.155376 hemoglobin, beta

TACCTGCAGA 1157 Hs.416073 S100 calcium binding protein A8 (calgranulin A)
CCCAACGCGC 844 Hs.398636 hemoglobin, alpha 2
GTGGCCACGG 430 Hs. 112405 S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B)
TACCTTCTGC 391 Hs.372009 CDNA FLJ42951 fis, clone BRSTN2007763
GTTGTGGTITA 368 Hs. 48516 beta-2-microglobulin
TCCCCGTACA 334 No match

GCCTGCTATT 317 Hs.511887 defensin, alpha 1, myeloid-related sequence
TCCCTATTAA 313 No match

TAGGTTGTCT 277 Hs.374596 tumor protein, translationally-controlled 1
GACTGCTATT 241 Hs. 294176 defensin, alpha 3, neutrophil-specific
GTGACCACGG 196 Hs.445065 hypothetical protein FLI38374
GTGCACCTGA 186 Hs. 155376 hemoglobin, beta

ATAATTCTTT 152 Hs.539 ribosomal protein 529
TTGGTGAAGG 151 Hs. 75968 thymosin, beta 4, X-linked
ATGTAAAAAA 137 Hs.234734 lysozyme (renal amyloidosis)

Transcribed sequence with moderate similarity to protein
CACCTAATTG 126 Hs 461412 prf-810024E (H.sapiens) 810024E cytochrome oxidase
1T} {Homo sapiens]
TGTGTTGAGA 126 Hs. 439552 enkaryotic translation elongation factor 1 alpha 1
CCTGTAATCC 126 Hs 415988 5*-nucleotidase, cytosolic II
TTGGTCCTCT 125 Hs.381172 ribosomal protein 141
CTGACCTGTG 124 Hs 77961 major histocompatibility complex, class L. B
GAAATAAAGC 120 Hs.413826  immmoglobulin heavy constant gamma 1 (G1lm marker)
CCACTGCACT 119 Hs 107003 cyclin Bl interacting protein 1
Transcribed sequence with strong similarity to protein
CCCATCGTCC 119 Hs.417764 prf:0512543 A (H.sapiens) 0512543 A oxidase
1L cyvtochrome [Homo sapiens]
GTGAAACCCC 116 Hs.477083 platelet-activating factor acetylhydrolase 2. 40kDa
GCATAATAGG 115 Hs.381123 ribosomal protein 1L.21
CACAAACGGT 113 Hs.504524 ribosomal protein $27 (metallopanstimmlin 1)
TCAGATCTTT 111 Hs.446628 ribosomal protein S4, X-linked
CTGGGTTAAT 108 Hs.381184 ribosomal proten S19
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TTCATACACC
TTCAATAAAA
CTAAGACTTC

GTTCACATTA

AGAGGTGTAG
GTAAAAAAAA
TTGGGGTITTC
CAATAAATGT
TGCACGTTIT
GAGGGAGTTT
GGGCTGGGGT
GGATTTGGCC
CAAGCATCCC
ACACAGCAAG
TACCATCAAT
TGTACCTGTA
TAAGGAGCTG
GGTCAGTCGG
ACTTTTITCAA
TTGTAATCGT

106
104
164

103

103
102
99
98
91
91
89
39
89
87

35
34
82
81
79

Hs.438891
Hs.356502
Hs.528891

Hs.446471

Hs 356190
Hs. 448738
Hs.80545
Hs 265174
Hs 356342
Hs. 430207
Hs 437594
Hs.476205
Hs 27115
Hs.169476
Hs. 446608
Hs.355957
Hs.135499
Hs.133430
Hs. 446427

F-box only protein 22
ribosomal protein, large, P1
Transcribed sequences
CD74 antigen (invariant polypeptide of major
histocompatibility complex, class If antigen-associated)
No match
ubiquitin B
ferritin, heavy polypeptide 1
ribosomal protein 137
ribosomal protein .32
ribosomal protein L27a
ribosomal protein 1.29
ribosomal protein, large P2
Transcribed sequences
EMI domain containing 2
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
tubulin, alpha, ubiquifous
ribosomal profein 526
golgi-specific brefeldin A resistance factor 1
Transcribed sequences
ornithine decarboxylase antizyme 1

Quando o perfil HbS foi analisado quanto ao nimero de copias dos transcritos

anicos, observou-se que 85,37% dos transcritos apresentavam entre uma e duas copias,

11,57 % apresentava entre irés a nove copias, 2,81% entre 10 a 100 copias € apenas 0,25%

dos transcritos com mais de 100 copias.

4.2 - Analise Global da Expressio Génica do Perfil HbSHU

O segundo perfil foi construido a partir de uma segunda amostra de celulas da

medula dssea do paciente com AF, coletada 90 dias ap6s a administragdo inicial da HU.

Este periodo foi determinado a fim de certificarmos que a droga tivesse comegado a exercer

algum efeito benéfico no paciente AF e este eferto pudesse ser detectado através de exames

hematologicos (como por exemplo, aumento da HbF).
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Foram seqiienciadas 46.697 fags, perfazendo 15901 fags distintas, as quais

foram submetidas 4 mesma classificacdo utilizada no perfil anterior e os dados gerais da
classificacio estfio dispostos na tabela 8.

Tabela 8 —~ Dados gerais do perfil HbSHU.

CLASSIFICACAO N.° TAGS
Total seqiienciado 46.697
Tags distintas (nicas) 13,901
Genes identificados 8.061
ESTs ¢ ORFs 2.029
cDNA/RNA 730
Proteinas hipotéticas 1.264
No Matches 3.817

Os 50 transcritos que apresentaram maior expressdo do perfil HbSHU estdo
apresentados na tabela 9.
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Tabela 9 - 50 transcritos mais expressos no perfil HbSHU.

TAG FREQUENCIA HS DESCRICAO

CTTCTTGCCC 1499 Hs 449630 hemoglobin, alpha 2
GCAAGAAAGT 1450 Hs. 155376 hemoglobin, beta
TACCTGCAGA 676 Hs. 416073 $100 calcium binding protein A8 (calgranulin A)
CCCAACGCGC 463 Hs.398636 hemoglobin, alpha 2
GTGGCCACGG 461 Hs.112405 S100 calcium binding protein A9 (calgranulin B)
GTTGTGGTITA 393 Hs.48516 beta-2-microglobulin
TAGGTTGTCT 311 Hs.3745%96 tuemor profein, translationalty-controlled 1
GGATTTGGCC 305 Hs 437594 ribosomal protein, large P2
GCTTICTCAC 279 No Match

Transcribed sequence with moderate similarity to
CACCTAATTG 245 Hs.461412  protein prf:810024E (H.sapiens) 810024E cytochrome

oxidase T {Homo sapiens]
GCCTGCTATT 233 Hs 511887 defensin, alpha 1, myeloid-related sequence
Transcribed sequence with strong similarity to protein
CCCATCGTCC 224 Hs. 417764 prf:0512543 A (H.sapiens) 0512543 A oxidase
TLcytochrome [Homo sapiens]
ATAATTCTTT 221 Hs.539 ribosomal protein $29
GAGGGAGTTT 221 Hs.356342 ribosomal protein 1.27a
GCATAATAGG 208 Hs.381123 ribosomal protein 1L.21
GTTCACATTA 500 Hs 446471 D74 antigen (invariant polypeptide of major
histocompatibility complex, class IT antigen-associated)
TACCTTCTGC 201 Hs.372009 CDNA FLJ42951 fis, clone BRSTN2007765
ATGTAAAAAA 199 Hs.234734 lysozyme (renal amyloidosis)
GACTGCTATT 180 Hs.294176 defensin, alpha 3, neutrophil-specific
CACAAACGGT 180 Hs. 504524 ribosomal protein 827 (metallopanstimulin 1)
TTCATACACC 165 Hs 438891 F-box only protein 22
TTGGTGAAGG 161 Hs. 75968 thymosin, beta 4, X-linked
immunoglobulin heavy constant gamma 1
GAAATAAAGC 158 Hs.413826
(G1m marker)

ATTCAGAGCT 157 Hs.449631 hemoglobin, ganmma A
CTAAGACTTC 154 Hs.528891 Transcribed sequences
CTGGGTTAAT 154 Hs.381184 ribosomal protein $19
GGGCTGGGGT 151 Hs 430207 ribosomal protein 1.29
ATGCAGAGCT 151 Hs. 302145 hemoglobin, gamma G
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TTGGTCCTCY 143 Hs 381172 ribosomal protein 141

CTGACCTGTG 143 Hs. 77961 major histocompatibility complex, class I, B
ACTTTTTCAA i41 Hs.133430 Transcribed sequences
GAAAAATGGT 138 Hs 374553 jaminin receptor 1 (ribosomal protein SA, 67kDa)
TTCAATAAAA 133 Hs.356502 ribosomal protein, large, P1
GTAAGTGTAC 130 No Match

TCAGATCTIT 127 Hs.446628 ribosomal protein 34, X-linked
GTGAAACCCC 125 Hs.477083 platelet-activating factor acetylhydrolase 2, 40kDa
TGCACGTTTIT 124 Hs. 265174 ribosomal protein L32
GTGAAGGCAG 124 Hs.356572 ribosomal protein S3A
TAATAAAGGT 113 Hs.512675 ribosomal protein S8
AGGCTACGGA i11 Hs. 449070 ribosomal protein L13a
GCTTTATTTG 110 Hs 426930 actin, beta

TAAGGAGCTG 109 Hs.355957 ribosomal protein 526
GGACCACTGA 109 Hs 119598 ribosomal protein L3
AAAACATTCT 105 Hs.472321 Transcribed sequences
GGGAAGCAGA 105 Hs.506845 F11 receptor

CAATAAATGT 105 Hs 80545 ribosomal protein L37
TGTGTTGAGA 103 Hs. 439552 enkaryotic translation elongation factor 1 alpha 1
GCAGCCATCC 100 Hs.356371 ribosomal protein L.28
TTGGGGTTTC 100 Hs.448738 ferritin, heavy polypeptide 1
TACCATCAAT 92 Hs 169476 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Os transcritos que apresentaram entre uma e duas copias neste perfil totalizaram
83,73% das fags Gnicas, enquanto agueles que estavam entre trés e nove copias perfaziam
13,27%, enquanto 2,66% dos transcritos entre 10 e 100 copias e somente 0,34% dos

transcritos apresentaram-se com mais de 100 copias.

4.3 - Andlise Comparativa Entre os Perfis HbS x HbSHU

A comparacdo dos perfis HbS ¢ HbSHU foi realizada com o objetivo de
identificarmos os transcritos que apresentavam expressfo igual em ambos os perfis, bem
como transcritos que se encontravam diferencialmente expressos. O critério inicial para a

sefecdo dos genes diferencialmente expressos adotado neste trabalho foi o valor de P menor
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que 0,05 (AUDIC e CLAVERIE, 1997). Ou seja, foram considerados diferencialmente
eXpressos somente os iranscritos que apresentavam P < 0,05, dentre os quais estavam

inclusos transcritos associados a genes j4 identificados, ESTs, cIDNAs, no matchs e outros.

De acordo com este critério, foram inicialmente selecionados 518 transcritos
(tags 1unicas) com P < 0,05. Os transcritos que apresentaram sua expressio reduzida no
perfil HbSHU em relagdo ao HbS foram denominados repressos, € os transcritos que
apresentaram maior expressdo no perfil HbSHU em relacio ao HbS, foram ditos induzidos.
Desta forma, dentre os 518 transcritos, 241 transcritos se apresentaram repressos, enquanto

277 transcritos se apresentaram induzidos.

Alguns destes transcritos apresentaram expressdo em apenas um dos perfis e
neste caso eles foram denominados de transcritos exclusivos ao perfil encontrado.
Entretanto, outros transcritos apresentaram expressio em ambos os perfis ¢ foram
denominados de comuns, variando apenas a diferenga de expressio entre ambos os perfis

(indugfio ou repressdo da expressdo).

No diagrama de Venn abaixo estdo ilustrados os 518 transcritos previamente

selecionados por apresentarem P < 0,05 e sua distribui¢do nos perfis (figura 12).

146 192
repressos induzidos

Figura 12 - Diagrama de Venn ilustrando os 518 transcritos com P < 0,05 e sua
distribuico entre os perfis HbS e HbSHU.
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Um segundo critério estatistico foi aplicado nos 518 transcritos {fags distintas)
que apresentaram P < 0,05, a fim de assegurarmos que a diferenca de expressio fosse
realmente significativa. Este critério foi a diferenca de expressio (fold), onde se estabeleceu
que os transcritos diferencialmente expressos deveriam apresentar uma razdo entre a
diferenca de expressio maior que 5 para 0s transcritos repressos, ¢ maior que -5 para os
transcritos induzidos {(AUDIC e CLAVERIE, 1997).

Um total de 308 transcritos apresentou P < 0,05 e fold maior que 5 ou -5.
Dentre estes, 128 transcritos eram comuns a ambos os perfis, variando apenas a diferenga
de expressdo em determinado perfil, 95 transcritos exclusivos ao perfil HbS (repressos) e,
85 transcritos exclusivos do perfil HbSHU (induzidos). No diagrama de Venn abaixo estdo

demonstrados os dados relativos a estes 308 transcritos {(figura 13).

v '

65 63
repressos induzidos

Figura 13 — Diagrama de Venn ilustrande os 308 transcritos com P < 0,05 efold Sou -5, ¢
sua distribuig@o entre os perfis HbS ¢ HbSHU.

Nas tabelas 10 e 11 estdo ilustrados os 50 transcritos repressos e induzidos
respectivamente, que apresentaram maior diferenga de expressio {fold) dentre os 308
transcritos selecionados. Estas tabelas apresentam nfo so genes identificados, como no
maichs, ESTs e outros, que podem representar possiveis novos genes, ainda ndo

identificados e associados com a AF e ac¢io da HU.
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4.4 - Classificaciio Funcional dos Perfis HbS £ HbSHU

A analise funcional comparativa dos perfis HbS e HbSHU foi realizada por um
programa computacional especifico, desenvolvido pela equipe do Hemocentro da Unicamp
€ que utiliza o banco de dados do Gene Ontology Consortium (www.geneontology.org). O
Gene Ontology se divide em trés ontologias principais, relacionadas as Jungdes
moleculares, aos processos biologicos e aos componentes celulares. Estas ontologias
apresentam categorias e subcategorias, que sfo divididas em niveis. No nivel um, estio
descritas as categorias mais superficiais, enquanto no nivel dois se encontram as
subcategorias referentes as categorias anteriores e assim por diante. Neste trabalho foram
analisadas as ontologias processos biologicos e fungbes moleculares, ambas analisadas nos
niveis um ¢ dois de cada ontologia, ¢ adicionalmente, a ontologia relacionada & funcdo
molecular foi analisada até o nivel trés, ou seja, em um nivel mais detalhado da

classificagdo funcional.

Inicialmente foram submetidos a analise funcional todos os transcritos Gnicos
referentes a cada perfil, porém foram abordados neste trabalho apenas os 518 transcritos
diferencialmente expressos que apresentaram P < 0,05. Os dados referentes 2 classificagfio
funcional completa de ambos os perfis podem ser conferidos no endereco

www hemocentro unicamp br/submition,

Quando os 518 transcritos diferencialmente expressos foram analisados quanto
aos processos biologicos no nivel mais superficial desta ontologia (nivel um), observou-se
que os transcritos distribuiram-se entre sete categorias distintas, uma das categorias
referente aos transcritos que ndo possufam fungio biolégica conhecida. A categoria que
apresentou maior expressfo, sem apresentar diferenca entre os perfis foi a categoria dos
processos fisiologicos (physiological process). Na figura 14 esta demonstrado o grafico da

classificagiio funcional dos 518 transcritos na ontologia processos bioldgicos, nivel um.
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Figura 14 - Grifico da anilise funcional comparativa entre os perfis HbS e HbSHU dentro
da ontologia processos biologicos, nivel 1. Os mimeros ao lado de cada barra

sdo referentes ao numero de tags de cada perfil associadas a categoria

funcional.

A analise funcional dos 518 transcritos utilizando o nivel dois da ontologia
processos  biolégicos demonstrou que as fags selecionadas distribuiram-se entre 23
subcategorias. A categoria ligacdo de DNA fita simples (single - stranded DNA binding) foi
a categoria com maior indugdo de expresso apos o tratamento com HU (aproximadamente
6 x), onde foram encontrados genes como 0 HMGBI (high-mobility group box 1). Outras
categorias apresentaram menor diferenca em suas expressdes ap0s o tratamento com a HU.

Os dados completos da anotagdo funcional dos 518 transcritos diferencialmente expressos

em nivel dois da ontologia processos bioldgicos podem ser observados na figura 15.
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HbS x HbSHU - Processos Bioldgicos - Nivel 2

enbryonk: developrrent
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Figura 15 - Gréfico da analise funcional comparativa entre os perfis HbS ¢ HbSHU dentro

da ontologia processos biologicos, nivel 2. Os nimeros ao lado de cada barra

sdo referentes ao nimero de fags de cada perfil associadas a categoria

funcional.

Quando os transcritos diferencialmente expressos foram analisados quanto a

suas fungdes moleculares utilizando o nivel um desta ontologia, observou-se que as zags

distribuiram-se entre 11 categorias funcionais, sendo uma categoria referente 2os transcritos

cuja fungo molecular ainda nfio foi estabelecida. Categorias como ligagdo (binding) e
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atividade estrutural da molécula (structural molecule activity) foram algumas das que
apresentaram indugio do padric de sua expressic no perfil HbSHU, enquanto as
categorias, atividade transportadora (transporter activity) e atividade antioxidante
(antioxidant activity), apresentaram repressdo do padrio de expressdo apds a administragiio
da HU (figura 16).

HbS x HbSHU - Fungiio Molecular - Nivel 1

fmolecular function unknow n

antioxidant activity 15,

signal transducer activily fuas.-:

motor activity
w ‘ranslation regulator activity
f-
.g transcription regulator activity
&=
2 HbSH
. enzyme regulator activity \ u
8 |HDS
=
§

catalylic activily ja

structural molecule activity &

transporier activity §

pinding e

a 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Expressio {n.° tags)

Figura 16 - Grafico da analise funcional comparativa entre os perfis HbS ¢ HbSHU dentro
da ontologia fungfio molecular, nivel 1. Os nimeros ao lado de cada barra sio

referentes ao nimero de fags de cada perfil associadas a categoria funcional.

A analise funcional dos 518 transcritos diferencialmente expressos quanto as
suas fungdes moleculares em nivel dois desta ontologia revelou uma distribuigio das fags
entre 54 subcategorias distintas. Neste nivel, observou-se um maior nimero de categorias

apresentando alguma diferenga de expressio apos o tratamento com a HU.
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A categoria funcional que apresentou maior indugio da expressdo génica
(aproximadamente 14 x) apds o tratamento com a HU foi a categoria atividade
transportadora da classe de canais ou poros (channel or pore class transporter activity).
Outras categorias funcionais apresentaram menor indugdo em suas expressfes apds o
tratamento com a HU. Apesar das diferengas nas expressdes nio serem significativas,
pode-se observar uma tendéncia & inducio de categorias associadas a atividade
transcricional. Na tabela 12 estio demonstrados algumas das categorias induzidas

(mais relevantes) e os genes encontrados em cada uma das categorias.

Tabela 12 — Apresentagio dos genes presentes nas categorias (mais relevantes) com

indugdo da expressio em nivel dois da ontologia furgdes moleculares.

CATEGORIA FUNCIONAL GENES
Atividade transportadora da classe - Voltage-dependent anion chamnel 1 (HVDAC)
de canais ou poro ~ FXYD domain containing ion transport regulator 5 (FXYD5)
Atividade regnladora da elongacio - High-mobility group mucleosome binding domain 1 (HMGNI)
da transcricio
- V-fos FBJ murine ostevsarcoma viral oncogene homolog
- HMGN1
- Basic tremscription factor 3 (BTF3)
Atividade RNA polimerase IT - Lipopolysaccharide-induced TNF factor (LITAF)
fator de transcriio - TAF11 RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBF)-
associated factor, 28kDa (TAF11)
- Activating transcription factor 4 (tax-responsive enhancer element
B67) (ATF4)
- Sterol regulatory element binding transcription factor 1 (SREBF1)
~ Prosaposin fvariant Gaucher disease and variant metachromatic
leukodystrophy) (PSAFP)
Atividade ativadora de enzima ~ Centaurin, beta 1 (CENTBI)
- Rho GTPase activating protein 4 (ARGHAP4)
- Ras and Rab interactor 3 (RIN3}
- Prefoldin 5 (PFDN35)
Atividade de cofactor de - Pre-B-cell leukemia transcription factor interacting protein 1
transcricio (PBXIPI)

- Nuclear receptor coactivator 4 (NCOA4)
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Por outro lado, duas categorias apresentaram reducio significativa na expressio
ap6s a administracdo da HU: afividade peroxidase (peroxidase activity) (26 x) e atividade
motora de microtubulo (microtubule motor activity) (30 x). As categorias (mais relevantes)
que apresentaram expressfo reduzida apés a administracio da HU, bem como os genes

pertencentes a estas categorias estio descritos na tabela 13.

Tabela 13 — Apresentacio dos genes presentes nas categorias (mais relevantes) com

expressdo repressa apds a administracio da HU, em nivel dois da ontologia

Juncdes moleculares.
CATEGORIA FUNCIONA GENES
Atividade motora de microtubilo - kinesin family member 23 (KIF23)
Atividade repressora da transcrigio - Twist homolog 2 (Drosophilay (TTYH2)
Atividade de proteina auxiliar de transporte - Defensin, alpha 4, corticostatin (DEFA4)
- Aconitase 2, mitochondrial (4C0O2)
Atividade liase - Carbontic anhydrase I (CA1)
- Berrochelatase (protoporphyriaj (FECH}
Ligacdo de peptideo - Peptidvl prolyl isomerase H (cyclophilin H) (FPIH}
- Eosinophil peroxidase (EPX),
Atividade peroxidase
- Peroxiredoxin 6 (PRDX6)

Para fins ilustrativos, o grafico desta ontologia em nivel dois, com as 54
subcategorias foi dividido em 2 graficos, cada um contendo 27 subcategorias (figura 17).
No grafico 17 A estfo apresentadas as 27 subcategorias que apresentaram maior expressio,

enquanto no grafico 17 B estfo ilustradas as 27 subcategorias restantes.
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Figura 17 A - Grafico da analise funcional comparativa dos perfis HbS ¢ HbSHU dentro da
ontologia fungSes moleculares, nivel 2, contendo 27 das subcategorias
associadas a este perfil. Os nimeros ao lado de cada barra sfo referentes ao

namero de fags de cada perfil associadas 4 categoria funcional.
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Figura 17 B - Gréfico da analise funcional comparativa entre os perfis HbS e HbSHU

dentro da ontologia fungio moleculares (nivel dois), contendo as
subcategorias que apresentaram menor expressio. Os niimeros ao lado de
cada barra referem-se ao nimero de fags associadas 3 categoria funcional

em cada perfil.
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A fim de obtermos dados mais detalhados quanto & distribuicio dos genes
diferencialmente expressos entre as categorias funcionais e também visando encontrar vias
ainda ndo associadas ao mecanismo da HU, a ontologia relacionada as funcdes moleculares
fot analisada em nivel trés. Dentre as categorias que apresentac@o indugo e repressdo mais
significativa da expressiio apos a administracdo da HU, a categoria atividade ativadora de
(GTPase (GTPase activator activity) apresentou inducgio de aproximadamente 23 x em sua
expressdo.  Categorias como  ligagdo de  citocinas  (cylokine  binding)
(aproximadamente 21 %) e ligacdo de fator de crescimento (growth factor binding)
(aproximadamente 15 x) foram duas das quais apresentaram diminuicio mais significativa
da expressio apds o tratamento com HU. As categorias funcionais (mais significativas) e os

genes pertencentes a estas categorias estdo descritos na tabela 14.

Tabela 14 — Apresentacio dos genes presentes nas categorias (ue apresentaram maior

mducdo ou repressdo no padrio de expressio em nivel trés.

CATEGORIAS GENES
Atividade ativadora de GTPase - Centaurin, beta 1 (CENTBI)
(induzida) - Rho GTPase activating protein 4 (ARGHAP4)
- Ras and Rab interacior 3 (RIN3)
Ligacfo de cifocinas - Interleulin 6 (TL-6)
{repressa)
Ligacio de fator de crescimento - Interleukin 6 (IL-6)
{repressa) - Insulin-like growth factor binding protein 7(IGFBP7)

4.5 - Validacio des Dados de SAGE per RT-PCR

Para garantirmos a confiabilidade dos dados gerados pela técnica de SAGE
relativos a diferenca de expressio obtidos na comparacfio dos perfis HbS e HbSHU, foram
analisadas as expressoes de 10, utilizando a metodologia de PCR semiquantitativo. Foram
selecionados genes com expressdo induzida, expressdio repressa ¢ também um gene com
expressdo igual em ambos os perfis. O gene constitutivo da f-acfina foi escolhido como
calibrador das reacBes (tabela 2Z). A tabela 15 demonstra os genes selecionados ¢ a

expressdo obtida em cada um dos perfis gerados.
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Tabela 15 - Genes selecionados para a validagio por RT-PCR. Esta demonstradas o n.° de
tags relativo a expressio de cada gene obtida Pela técnica de SAGE.

GENES EXPRESSAO HbS (n.° tags) EXPRESSAQ HbSHU (n.° tags)
FTHI 99 100
HBG 120 308
EDFI 1 8
ERH 1 8
EGRI h 1 23

HSPE1 1 12

STAT54 1 9

PRDX6 18 0
TF 8 1

TM7SF1 11 0

Na primeira etapa de validagfo, foram utilizadas amostras de cDNA transcritas
reversamente a partir de células da medula 6ssea do paciente AF antes e apds o tratamento

com a HU. Foram analisadas as expressdes de sete genes, escolhidos

(critérios estatisticos ja descritos): um gene com expressdo igual em ambos os perfis
(FTHI), um gene com expressio repressa (PRDX6) e 5 genes com expressio induzida apos
o tratamento com a HU (figura 18).
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Antes HU Apds HU

BAC
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Figura 18 — Eletroforese em gel agarose 1,8% da amplificagio dos genes por RT-PCR
utilizando amostras de ¢cDNA de células de medula 6ssea ndio tratada e
tratada com HU, que foram utilizadas na construgio dos perfis. Os genes
estdo descritos ao lado de cada fotografia, e as diluigdes (acima) variaram de
1:2a1:128

Os resultados gerados pela técnica de SAGE para os sete genes estudados,
quanto a induglo ou repressio da expressio destes genes foram confirmados através da

validag@o por meio de PCR semiquantitativo.

O gene da Ferritina, cadeia pesada 1 (FTHI - Ferritin Heavy Chain 1)
apresentou amplificagiio até a diluigdo 1:16 em ambas as amostras, indicando expressio

equivalente em ambas as amostras,

O gene y globina (HBG), que apresentou amplificagio intensa até a diluigio
1:32 nas amostras tratadas com a HU enguanto nas amostras antes do tratamento com a
HU, as amplificagbes comegaram a diminuir de intensidade na diluicdo 1:16. Este dado
confirma o aumento da HbF, promovido pela HU, ja verificado anteriormente através da

quantificagdo dos niveis de HbF.
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AmplificacBes até a diluigdio 1:64 foram obtidas nas amostras tratadas com HU
para o gene Fafor 1 Relacionado a Diferenciacdo Endotelial (EDF1 - Endothelial
Differentiation Related Factor 1), ao passo que apenas as diluigBes 1:2 e 1:4 das amostras
ndo tratadas com HU apresentaram amplificacdes para 0 mesmo. Este gene esta associado a

modulaggo da transcri¢io de genes envolvidos com a diferenciaciio de células endoteliais.

Um gene cuja funcdo ainda nfo estd totalmente esclarecida € o gene Homdlogo
ao Acentuador de Rudimentar (ERH - Enhancer of Rudimentary Homolog). Porém,
evidéncias apontam para fun¢fo associada & regulagiio do ciclo celular. O gene ERH
apresentou amplificagbes muito fracas em ambas as amostras, o que fez com que o

resultado fosse inconclusivo.

A maior inducio da expressio observada dentre os genes selecionados nos
perfis gerados por SAGE foi apresentada pelo gene EGRI, um fator de transcrigio. Apenas
as amostras tratadas com a HU apresentaram amplificacio deste gene, embora com fraca
intensidade (foram obtidas amplificagbes até a diluigdo 1:16). Este resultado ndo significa
que o0 paciente nfio possua expressdo deste gene antes da administragio da HU, mas sugere
expressio muito baixa do mesmo, ndo detectavel por meio da técnmica de PCR

semiquantitativo.

O gene da Proteina 1 de choque térmico (HSPEI - Heat Shock Protein 1), uma
chaperonina, também apresentou uma indugdo da expressido nas amostras com HU, onde
sdo verificadas amplificagbes até a diluigdo 1:32 nas amostras tratadas com HU e apenas

uma amplificagio na dilui¢io 1:2 na amostra ndo tratada.

O Onico gene utilizado para a validacio com expressdo repressa apds o
tratamento com a HU foi o gene Peroxirredoxina 6 (PRDX6 - Peroxirredoxin 6), membro
da familia das peroxirredoxinas com papel importante na regulagio do estresse oxidativo.
As amostras ndo tratadas com HU apresentaram amplificagBes deste gene até a Gltima
diluigHo, e nas amostras sob tratamento com a HU houve um decréscimo da amplificacgio

na diluicdo 1:64, indicando uma redugfio da expressio do gene.
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Apés a validagio ter sido concluida nas mesmas amostras de células da medula
Ossea utilizadas para a construgio dos perfis HbS e HbSHU, procedeu-se com a anélise da
expressdo em amostras de células K562 nio tratadas e tratadas com HU, que apresentam
caracteristicas de células comprometidas com a linhagem eritrocitiria. Foram avaliadas as
expressdes dos sete genes analisados anteriormente nas amostras de medula 6ssea, e foram
adicionados para a anélise trés outros genes: STATS5A4, TF e TM7SF1. Os resultados obtidos

por meio da amplificacio dos genes por PCR estdo demonstrados na figura 19,

Sem HU Com HU

1:2 14 18 116 1:2 14 1:8 132 1:64 $:128

1:32 116

1:84 1128

BAC
FTHI
HBG

EDF1

EGR!
HSPE}
STATS54
PRDX6
F

TM78F1

Figura 19 - eletroforese em gel de agarose 1,8% da amplificagio dos genes em células
K562 ndo tratadas e tratadas com HU por RT-PCR. Os genes estfio descritos

ao lado de cada ilustragdo, e as dilui¢des (acima) variaram de 1:2 a 1:128.
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Qs resultados obtidos em células K562 também estdo de acorde com os dados

gerados a partir do SAGE de ambos os perfis para todos os genes selecionados.

O gene FTH! apresentou padrio de expressiio equivalente tanto no perfil HbS
quanto no HbSHU, e quando avaliada sua expressdo em amostras de células K562 nfo
tratadas e tratadas com HU, observou-se amplificagdes até a diluigio 1:64 em ambas as

amostras, confirmado os dados gerados pelo SAGE.

Para o gene da y globina, as amplificagSes come¢am a sair da fase de platd na
dilui¢io 1:128 da amostra de cDNA de células K562 sem HU, enquanto na amostra com

HU ainda foi possivel observar forte amplificacdo, ainda dentro da fase de platd da reagfio.

O gene £DFI, também apresentou indugio de sua express3o no perfil HbSHU.
Os mesmos resultados foram obtidos com o PCR semiquantitativo em ¢cDNA de células
K562. As amostras tratadas com HU apresentaram amplificagdo até a dilui¢iio 1:32 e as

amostras ndo tratadas apenas amplificacOes fracas até a diluigio 1:4.

Um gene que também apresentou indugio da expressfo apos a administragio de
HU nas amostras de cDNA de células K562 foi o gene ERH, onde foram obtidas
amplificagGes até a dilui¢io 1:16. Nas amostras onde ndo houve o tratamento com a HUJ,

apenas amplificacles fracas até a diluigdo 1:4 foram obtidas.

Para o gene EGR/I, obtiveram-se amplificagOes intensas até a diluigio 1:64 nas
amostras de cDNA de células K562 tratadas com HU. Por outro lado, nas amostras de
células K562 sem tratamento com HU foi possivel observar amplificagBes intensas até a

dilui¢do 1:16, evidenciando a indugo da expressdo apos o tratamento com HU.

O gene HSPE!I apresentou amplificacdes fortes até a diluigio 1:128 nas
amostras tratadas com HU e, nas amostras ndo tratadas, houve decréscimo da amplificagio

ja observada a partir da diluigéo 1:16.

Quando analisada a expressdo do gene PRDX6 em cDNA de células K562 sem
tratamento com HU, observou-se amplificacfo intensa até a maior diluicio (1:128), e

decréscimo da amplificagio a partir da dilui¢8o 1:64 nas amostras tratadas com HU.
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Dentre os trés genes adicionalmente analisados por meio de RT-PCR em
amostras de células K562 tratadas e ndo tratadas com HU, o gene Transdutor de Sinal e
Ativador da Transcricdo 54 (STAT5A — Signal Transducer and Transcription Activator
54), membro da familia de fatores de transcri¢do e transdu¢fo de sinal STAT também
apresentou express3o induzida apés a administracio da HU. Em amostras de células K562
nfo tratadas com HU, obteve-se amplificagio fraca até a diluigio 1:4 ao passo que, nas

amostras tratadas com HU, até a diluicio 1:16 pode-se verificar amplificagio intensa.

Qutros dois genes também tiveram suas expressdes repressas pelo tratamento
com a HU: TF e Superfamilia 1 de Gene Transmembrana 7 (IM75F1 — Transmembrane 7
Superfamiily 1). O gene TF, que esta associado com o mecanismo de transporte de ferro,
apresentou amplificacfo até a diluigio 1:8 nas amostras de células K562 nfo tratadas com
HU, e amplifica¢do até a diluicio 1:4 nas amostras sem tratamento com a HU. O gene
IM7SF1, que ainda ndo possui fungio determinada, apresentou amplificacBes muito fracas
em ambas as amostras de cDNA de células K562, sendo nas amostras ndo tratadas
observa-se amplificagdo até a dilui¢io 1:4 e nas tratadas quase nfo se observa amplifica¢do

em nenhuma dilui¢io.

Assim, os resultados apresentados com os genes selecionados nas amostras
onde foram construidos os perfis, confirmam a indugdo e repressdo de alguns genes apos a
administracio da HU detectada pela metodologia de SAGE. Desta forma, a identifica¢do ¢
quantificagio dos niveis de expressdo de genes especificos apos o tratamento nos fornecem
dados importantes sobre vias que podem estar associadas 4 agdo da HU levando ao aumenio

da expressio do gene da y globina e methora da evolugio do quadro clinico dos pacientes
AF,

4.6 - Anilise da Expressio de Genes em Pacientes com AF

A expressdo de alguns genes, dentre aqueles selecionados para a validag3o, foi
analisada com o emprego da metodologia de PCR quantitativo em tempo real (Real Time

PCR) a fim de avaliarmos suas expressdes em um outro grupo de pacientes HbSS nfo
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tratados e tratados com a HU. Foram utilizadas amostras de cDNA extraidas a partir de
sangue periférico de cinco pacientes HbSS ndo tratados e amostras de outros cinco

pacientes HbSS tratados com a HU.

Foram escolhidos quatro genes para a realizagdo deste estudo: dois genes com
indugo da expressdo apds o tratamento com a HU (EGRI e HSPEI), e dois genes com
expressdo repressa apos a administragio da HU, o gene PRDX6 e TM7SF1 (tabela 3). Os
primers utilizados e condigbes de reagiio, bem come eficiéncia de amplificacio e outros

dados relativos ao PCR quantitativo em tempo real foram descritos previamente.

A analise da expressdo do gene EGR/I por PCR em tempo real demonstrou que
o gene apresentou uma inducdo significativa em sua expressfio apds o tratamento com a

HU, com P = 0,0556, confirmando um padrio semethante de expressio como descrito pela
metodologia de SAGE.

Por outro lado, a analise da expressdo dos genes HSPE!, PRDX6 e TM7SF1
ndo apresentaram um valor de P significativo e, portanto ndo foram considerados

estatisticamente significativos.

Na figura 20 estdo representados os graficos das analises dos quatro genes
avaliados pela metodologia de PCR quantitativo em tempo real em pacientes com AF

tratados e nfo tratados com HU.
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Figura 20 — Graficos das analises de expressio dos genes EGRI, HSPEI, PRDX6 e
TM7SF1 pela metodologia de PCR quantitativo em tempo real. A - Analise
do gene £GRI em pacientes com AF tratados e ndo tratados com HU, onde
se observa indugfio da expressio (P = 0,05); B — Analise do gene HSPE] em
pacientes com AF, tratados e nio tratados com HU (P = 0,3905); C - Anilise
do gene TM7SFI em pacientes com AF, tratados e ndo tratados com HU (P
= (,3095); D - Analise do gene PRDX6 de um grupo de pacientes com AF,

tratados e ndo tratados com HU (P = 0,4206).
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5 - DISCUSSAO

117



A anemia falciforme (AF) é uma das mais freqglientes hemogiobinopatias
ocorrentes no Brasil. Ela é causada por uma mutacio de ponto no cédon 6 do gene da f
globina, que leva a substituicio de um acido glutdmico por uma valina, originando uma
hemoglobina estruturalmente anormal denominada hemoglobina § (HbS). Em baixas
tensOes de oxigénio a HbS se polimeriza, causando rigidez e deformacéo dos eritrocitos. Os
pacientes com AF, isto €, homozigotos para a hemoglobinopatia S apresentam alto grau de
hemélise, sofrem repetidas crises de dor e fendmenos vasoclusivos, injuria tecidual e

ocasional necessidade de transfustes (EMBURY, 1986; LABIE e ELION, 1999).

Apesar de a alteragio molecular ser a mesma em todos os pacientes com AF,
uma grande heterogeneidade clinica € observada nestes pacientes. Varios s3o os fatores que
podem atuar, influenciando nos aspectos fisiopatoldgicos e modulande a gravidade do
quadro clinico da AF, dentre os quais se destaca a presenca de elevados niveis de
hemoglobina fetal (HbF) (EMBURY, 1996; CHIES ¢ NARDI, 2001).

Diversos estudos demonstraram a relacio entre elevados niveis de HbF e a
evolucio do quadro clinico dos pacientes AF. A HbF, que possul uma grande afinidade
pelo oxigénio, exerce seu efeito benéfico por nfo participar do processo de polimerizagio,
aumentando a solubilidade HbS, inibindo o processo de polimerizagio, que é responsavel

pelas crises vasochisivas fregiientes nos pacientes AF (BALLAS ef al, 1999).

Agentes farmacologicos que possam induzir o aumento da expressio do gene y
globina (HbF) tém sido amplamente pesquisados. Atualmente, a hidroxiuréia (HU) € o
agente farmacolégico mais utilizado para promover o aumento da expressio do gene da y
globina (e conseqiiente aumento nos niveis de HbF) devido a sua facil administragdo e
baixa toxicidade (CHARACHE, 1997, RODGERS, 1998).

Pacientes AF tratados com HU apresentaram menor ocorréncia de fendmenos
vasoclusivos, menor necessidade de transfusbes sanguineas e hospitalizacSes
(RODGERS, 1997; STEINBERG et al., 1997, KINNEY ef al, 1999). Entretanto, alguns
pacientes com AF apresentam melhor evolug8o clinica antes de se detectar o aumento dos
niveis de HbF, sugerindo que a HU ndo exerga seu efeito benéfico ndo apenas aumentando
o0s niveis de HbF mas também por outras vias ainda desconhecidas (CHARACHE, 1997).
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Foram utilizadas para a construg@o dos perfis HbS e HbSHU células da medula
Ossea, onde predominam células progenitoras comprometidas com a linhagem eritrocitaria.
A coleta da medula 6ssea do paciente com AF foi realizada em duas etapas: antes e apos a

administra¢io da HU e os perfis foram gerados a partir da metodologia de SAGE.

Apés a identificag@io dos 15.735 transcritos anicos encontrados no perfil HbS e
15.901 transcritos Gnicos do perfil HbSHU de acordo com o banco de dados do The Cancer
Genome Anaiomy Projetcs (CGAP), os perfis foram comparados entre si a fim de se obter
os transcritos diferencialmente expressos. O critério inicial para a selegdo dos transcritos
diferencialmente expressos foi o valor de P < 0,05 (AUDIC e CLLAVERIE, 1997). De
acordo com este critério, 518 transcritos foram classificados como diferencialmente
expressos com P < 0,05, dentre os quais foram encontrados genes identificados, £ESTs, “no

matches” e outros tipos de seqiiéncias preditas e/ ou anotadas.

Os transcritos diferencialmente expressos distribuiram-se em duas situagOes
distintas:  transcritos que apresentaram maior expressio no perfil HbS
(denominados de repressos) e transcritos que apresentaram maior expressio apds a
administracdo da HU (denominados induzidos). Desta forma, 241 transcritos apresentaram
expressio induzida, enquanto 277 apresentaram expressio repressa apos a administragiio da
HU.

A analise funcional dos transcritos diferencialmente expressos pode fornecer
dados importantes sobre mecanismos moleculares e fungdes biolégicas desempenhadas por
genes ou familias de genes nos perfis gerados. Para esta analise foi utilizado um programa
computacional (GOLIAS) desenvolvido especificamente para a analise de dados gerados a
partir da metodologia de SAGE e que utiliza como base o banco de dados oferecido pelo
Gene Omntology Consortium. Este programa tem como diferencial o fato de considerar
expressdo do gene determinada pelo SAGE (n° fags) e ndo apenas a presen¢a ou nio de
determinado gene no perfil. Desta forma, foi possivel considerarmos a expressdo real de
determinado transcrito no perfil em relagio ao outro perfil, bem como analisar sua
contribuigio para o padric de expressio de determinada categoria funcional. Foram
submetidos a analise funcional os 518 transcritos diferencialmente expressos que
apresentaram P < 0,05, e foram analisados em duas das trés principais ontologias: 1)

processos biologicos e 2) fungoes moleculares.
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Quando os 518 transcritos diferencialmente expressos foram analisados em
nivel um (mais superficial) da ontologia processos bioldgicos, pouca diferenca entre as
categorias funcionais foi observada, sugerindo a necessidade de uma analise mais detalhada
desta ontologia (figura 14). Assim, quando os transcritos foram analisados dentro do nivel
dois desta ontologia, foi observada uma distribuigio dos transcritos entre 23 subcategorias
funcionais, com a categoria metabolismo apresentando maior expressdo de genes em ambos
os perfis, e a categoria ligagdo de DNA fita simples apresentando-se como uma das
categorias funcionais com maior indugdo no padrio de expressdo apOs o tratamento com

HU (aproximadamente 6 x — figura 15).

A analise funcional dos 518 transcritos diferencialmente expressos na ontologia
fungbes moleculares em seu nivel mais superficial apresentou uma distribuicBo dos
transcritos entre 11 categorias funcionais, dentre as quais j& se pode observar alguma
diferenca de expressdo, como por exemplo, a indug@o da expressdo da categoria associada a
atividade estrutural de molécula e a repressio da expressio da categoria afividade
antioxidante apés o tratamento com a HU. Ainda neste mesmo nivel, foi encontrada uma

categoria funcional referente aos transcritos cujas fungdes moleculares ainda permanecem
desconhecidas.

A fim de se obter dados mais detalhados a respeito da distribui¢do dos 518
transcritos diferencialmente expressos na ontologia relacionada as fungdes moleculares,
uma segunda analise funcional foi feita utilizando o nivel dois desta ontologia. Neste nivel,
os transcritos diferencialmente expressos distribuiram-se entre 54 subcategorias funcionais
distintas, trés das quais apresentaram diferenca de expressdo significativa entre os perfis. A
categoria atividade transportadora de canais e poros (channel or pore class transporter
activity) foi a categoria que apresentou maior indugiio da expressio (aproximadamente 14
x) apés o tratamento com HU. Nesta categoria foram os genes VDAC e FXYDS5. O gene
VDAC foi inicialmente descrito como constituinte da membrana externa da mitocOndria, €
posteriormente identificado como presente em outros compartimentos celulares, tais como
membrana plasmatica (MESSINA ef al, 1999). O gene FXYD35 pertence a familia de genes
FXYD, que sdo reguladores tecido especifico da Na, K-47Pase e que produz efeitos
distintos na afinidade dos ions K(+) e Na (+) (LI ez al., 2004). ADRAGNA e colaboradores
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em 1994 sugeriram que a HU promova uma alteragio na composicio de ions Na e K em
células endoteliais vasculares (VECs) em cultura quando adicionada apos a fase de adesdo
das células e n3io durante a fase de sedimentacio. As VECs estio envolvidas diretamente
com os fendmenos vasoclusivos associados a AF (ADRAGNA, FONSECA e LAUF,
1994). Uma hipdtese que pode ser sugerida € que a indugio na expressZo destes genes
associados a atividade transportadora da classe de canais e poros apos a administragao da
HU possa induzir a alteragio da concentracdo dos ions sodio (Na) e potassio (K) e
possivelmente levando a re-hidratacio das células e alterando a densidade das células
vermelhas, conseqiientemente diminuindo a polimerizagio e ocorréncia de fendmenos

vasoclusivos nos pacientes com AF.

Categorias associadas as atividades transcricionais e de sintese de proteinas
apresentaram moderado aumento em seu padrio de expressdo apos o tratamento com a HU,
tais como as categorias atividade reguladora da enlongacdo da transcricdo, atividade de
cofator de framscricdo e ouftras previamente descritas na tabela 12. Uma excecfo foi a
categoria atividade repressora da transcricdo (franscriptional repressor activity), cuja
expressdo estava repressa (aproximadamente 2 X} ap6s a administrago da HU. Ainda neste
contexto, muitos genes com expressio induzida apos o tratamento com HU encontrados no
perfil HbSHU, eram grupos de proteinas ribossomais, que apresentam papel fundamental
no controle da diferenciacdo, transformagio celular, crescimento tumoral e metastase. A
transcricdo de grupos de proteinas ribossomais pode estar associada ao aumento da
atividade transcricional de genes especificos (HASHIMOTO et af, 2003).

Neste trabalho, o fator de transcrigdo EGR/ foi um dos genes identificados que
apresentou maior inducio da expressdo apos a administragio da HU. WANG e
colaboradores em 2002, usando cultura de células progenitoras (AC133") de medula dssea
humana, caracterizaram o perfil de expressdo génica em resposta a administracio da HU
pela téenica de miicroarray. O tratamento das células AC133" com doses baixas de HU
levou a inducdo de 2 x da expressdo do EGR/I. O gene EGRI, também denominado de
71528, Krox-24 e NGFI-A, é um fator de transcricio da familia das proteinas dedos-de-
zinco (zinc finger protfein) que se apresentou induzido em varios tipos celulares em resposta

a diversos estimulos. O aumento na expressdo do gene EGR/ sugere que a HU, em doses
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baixas, deva funcionar como um fator de crescimento que induza a expressio de EGR/I e
desta forma promova a matura¢fio dos progenitores eritréides pelo aumento dos niveis de
hemoglobina total (WANG ef al., 2002).

Qutros genes distribuidos em categorias funcionais associadas a mecanismos
transcricionais e vias de sinalizacfio celular apresentaram indugio em suas expressdes, tais
como genes CENTBI, ARGHAP4 E RIN3 (tabela 11), todos os trés membros da familia das
ligantes de GTP, envolvida no processo de sinalizacdo celular ¢ que participam em uma
variedade de processos bioldgicos, dentre os quais se incluem mecanismos transcricionais.
(FOLLETA, BROWN E YOUNG, 2002). O gene ARGHAP4 foi descrito como fortemente
expresso em células de origem hematopoéticas, incluindo células da linhagem K562. Estes
dados sugerem que este gene possa ser uma proteina thoGAP especifica da linhagem
hematopoética (TRIBIOLI, 1996)

As categorias que apresentaram maior repressio em suas expressdes apos o
tratamento com HU foram: atividade peroxidase (peroxidase  activity)
(aproximadamente 26 x) e afividade motora de microtubulo (microtubule motor activity)
(aproximadamente 30 x). Na categoria atividade motora de microtubulo foi encontrado o
gene K/I"23, que apresenta papel importante em mecanismos celulares tais como transporte
de organelas e mitose (MIKI ez al., 2001).

Interessantemente, o gene da inferleucina 6 (Interleukin 6 — IL-6), associado as
categonias ligacdo de fatores de crescimento e ligacdo de citocinas apresentadas como
repressas quando analisadas em nivel trés da ontologia funcdes moleculares (tabela 11)
apresentou uma grande repressdo (21:0) em sua expressio apOs a administragio da HU,
estando classificada inclusive entre os transcritos exclusivos do perfil HbS. A IL-6 é uma
citocina com papel importante em uma variedade de processos biologicos, dentre eles no
mecanismo de defesa do organismo. TAYLOR e colaboradores em 1995 descreveram
niveis elevados de /L-6 circulante em pacientes com AF quando comparados aos niveis dos
controles (TAYLOR et al., 1995; KASSCHAU ef al., 1996). A IL-6 mostrou ser capaz de
reduzir os niveis de HbF em progenitores eritroides fetais e também de inibir a expressio
do gene da y globina por meio da interagic com a proteina STAT3S
(FERRY et al, 1997, FOLEY et al, 2002).
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De acordo com os dados gerados neste trabalho, concluimos que a HU produz
alteracBes significativas no padrio de expressdo génica em células da medula Ossea de
pacientes com AF. JISON e colaboradores em 2004, por meio da analise por microarray
avaliou o padrdo de expressdo de células mononucleares de um grupo de pacientes com AF
tratados e ndo tratados com HU. Interessantemente, o padrio de expressio génica em
pacientes AF tratados e ndo tratados se apresentou semethante diferenciando-se apenas do
padrdo de expressdo génica apresentado pelos controles. Os dados descritos por JISON e
colaboradores indicam que a HU n3o tenha um efeito direto sobre o padrio de expressio de
leucocitos de pacientes com AF. Estes resultados diferem dos dados gerados por este
trabalho, no qual foram encontradas alteragOes significativas no padrdo de expressdo génica
em células da medula 0ssea de pacientes com AF apos o tratamento com HU. Este fato
pode ser um reflexo direto da diferenca na amostra utilizada para a analise da expressio
génica, ¢ poderia indicar que a HU tenha efeito direto na populagio de progenitores
eritroides mais primitiva, encontradas na medula 0ssea. Os dados da validagio obtidos com
as células K562 sugerem que grande parte dos genes identificados tenha sido originada de
células precursoras eritropoéticas. Esta talvez seja a explicacio porque alguns genes que
foram testados em pacientes sob terapéutica com HU ndo mostraram regulagdo semelhante
4 observada nos dados de SAGE, pois o material obtido no caso dos pacientes analisados foi

de leucdceitos de sangue periférico.

Os dados gerados neste trabalho sugerem que a HU promova um recrutamento
dos mecanismos transcricionais e vias associadas a sinalizacio celular. Estas vias parecem
ter um efeito direto sob a inducfio da expressdo do gene da y globina a nivel transcricional.
Por outro lado, o estimulo da via associada a atividade transportadora da classe de canais
¢ poro pode indicar uma redugdo na desidratagio das células, alterando as propriedades
reologicas das células e consegiientemente levando a uma melhor evolugiio do quadro
clinico dos pacientes com AF. Estudos firturos dos genes diferencialmente expressos
associados com estas vias, a inativag3o ou super expressdo de alguns destes genes poderia
fornecer informacdo importante sobre o mecanismo de acdo da HU. Adicionalmente, a
descricio de novos genes pode representar o desenvolvimento de estratégias terapéuticas

mais eficazes para os pacientes com AF e outras hemoglobinopatias.
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1) Este é o primeiro trabalho da analise do padrio de expressdo génica em
células da medula dssea de pacientes com anemia falciforme tratados com

hidrixuréia;

2) A hidroxiuréia produziu alteragdes significativas no padrio de expressao

génica nas células da medula Ossea de pacientes com anemia falciforme;

3) A inducio da expressdo dos genes HVDAC e FXYDS5 ap0s o tratamento com
a hidroxiuréia, associados a categoria funcional da “atividade transportadora
da classe da canais e poros”, sugere que a hidroxiuréia possa induzir a
alteracdo da concentragio dos fons sddio (Na) e potassio (K), possivelmente
levando a re-hidratacio das células e alterando a densidade das c€lulas
vermelhas, consegiientemente diminuindo a polimerizacdo e ocormréncia de

fendmenos vasoclusivos nos pacientes com anemia falciforme;

4) O tratamento com hidroxiuréia também induziu a expressio de grupos de
genes associados a categorias relacionadas a mecanismos tramscricionais,
sintese de proteinas e vias de sinaliza¢do celular, tais como as categorias
“atividade reguladora da enlongacdo da transcrigio”, “atividade de cofator
de transcri¢do” e “atividade RNA polimerase Il fator de transcri¢io”, entre

outras.

5) Os dados obtidos pelo SAGE e pela validagdo do gene EGR/ confirmaram
os dados previamente demonstrados por WANG e colaboradores em 2002,
onde a hidroxiuréia foi capaz de induzir a expressdo deste gene em celulas
AC133" de medula 6ssea, sugerindo que a hidroxiuréia possa funcionar
como um fator de crescimento que induza a expressdo de EGRI e desta
forma promova a maturacdo dos progenitores eritroides pelo aumento dos
niveis de hemoglobina total (WANG ef al., 2002);

6) Os dados da validacio dos genes diferencialmente expressos indicam que a
hidroxiuréia atue diretamente na populagio de células progenitoras eritroides

encontradas na medula oOssea de pacientes com anemia falciforme.

Conclusdes

127



Adicionalmente, os dados da wvalidagio dos genes diferencialmente
expressos em linhagem de células K562 tratadas e ndo tratadas com
hidroxiuréia evidencia que a expressdo de grande parte destes genes esteja

comprometida com a linhagem eritrocitéria;

7) A andlise do padrio de expressio de alguns genes diferencialmente
expressos em leucocitos totais de um grupo de pacientes com anemia
falciforme tratados e nfo tratados com hidroxiuréia revelou que apenas os
genes EGRI e HSPEI se apresentavam induzidos, confirmande o dado
gerado pelo SAGE. A diferenca apresentada pelos outros genes pode ser um
reflexo do tamanho da amostra ou ainda do tipo de célula analisado ser

diferente daguele utilizado na construgio dos perfis;

8) Este ¢ o primeiro estudo sugerindo a participacio das vias aqui descritas
como induzidas ou repressas no mecanismo de agfo da hidroxiuréia em
células da medula 6ssea de pacientes com anemia falciforme, promovendo a

melhora da evolugdo clinica dos pacientes com anemia falciforme.
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8 - ANEXOS



ﬂrb TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
“"' PARA PARTICIPAGCAO EM PROJETO DE PEQUISA

LINIT A MR

HEMOCAMP

TITULO DO PROJETO DE PESQUISA: “ESTUDO DA EXPRESSAO GENICA POR
SERIAL ANALISYS OF GENE EXPRESSION (SAGE) EM UM PACIENTE
HOMOZIGOTO PARA ANEMIA FALCIFORME ANTES E APOS A
HIDROXIURE

OBJETIVOS DO TRABALHO:

Determinar o perfil de expressio génica por “Serial Analisys Of Gene Expression” (SAGE)
em amostra de medula dssea de um paciente homozigoto para Anemia Falciforme antes e
apés a administracdo inicial da Hidroxiuréia, bem como mecanismos moleculares

envolvidos.
JUSTIFICATIVA

Os estudos de expressio génica envolvendo alteragBes genéticas das globinas podem
fornecer importantes informagBes a respeito dos mecanismos moleculares envolvidos na
expressio dos genes da globina durante o desenvolvimento ontogenético. Agentes
farmacoldgicos como a hidroxiuréia, que amenizam os sintomas da doenga vem sendo
amplamente utilizadas com sucesso no tratamento, porém, os mecamsmos de atuagio deste
farmaco e mecanismos moleculares envolvidos na methor evolugo do quadro clinico ainda
permanecem obscuros. A determinagio do perfil de expressdo génica em pacientes com
anemia falciforme e dos mecanismos moleculares envolvidos na melhora clinica mediante
o uso da hidroxiuréia pode representar uma eficiente e importante ferramenta terapéutica a

ser utilizada nas hemoglobinopatias.
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,,,;@@_ TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
- —
¥ PARA PARTICIPACAO EM PROJETO DE PEQUISA

LHNIC A NS

Nome do paciente:

Idade: anes

HC: RG:

Responsivel Legal (em caso de paciente menor de idade):

Grau de parentesco:

Endereco:

Fone:

Estou ciente e concordo em participar deste estudo, onde sera necessaria a coleta de 10 2 20
ml de medula 6ssea (puncio aspirativa) retirado da crista iliaca (“bacia”), ou ainda, 10 a 20
mi de sangue periférico. A desvantagem e desconforto deste procedimento € anestesia local
e dor e/ ou possivel aparecimento de mancha roxa no local de coleta. Estou ciente ainda, de
que meus dados serio mantidos em absoluto sigilo pelo pesquisador responsavel. No caso
de divida sobre este procedimento ou participagido neste estudo, poderei procurar o
pesquisador responsavel, a aluna de doutorado Fldvia Chagas Costa (fone 3788-8611) ou o
médico responsavel pelo estudo, o Prof. Dr. Fernando Ferreira Costa (fone 3783-8734),
no Hemocentro ~ UNICAMP. Poderei também procurar o Comité de Etica em Pesquisa
(3788-8936) da Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP em caso de duvida ou

reclamacdo quanto a qualquer procedimento relacionado com este estudo.

Anexo !
142




.@@. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
- * -
=Y PARA PARTICIPACAO EM PROJETO DE PEQUISA

LINE A M HEMOCAMP

Confirmo que Ii ou me foi explicado o termo de consentimento e estou de pleno acordo em

participar deste estudo.

Data: Campinas, de de 200

Assinatura do paciente ou responsivel

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Anexo !
143



FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

DE ETICA EM PESQUISA

Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, 5P

® (0_19) 37838936

FAX (0_19) 3788-7187

® www fom anicamp. br/pesquisa/eticafindex html
B cepi@fom unicamp br

PARECER: N° 071/98

PESQUISA: GENETICA MOLECULAR DAS ALTERACOES HEREDITARIAS DA
HEMOGLOBINA E ESTUDO FUNCIONAL DOS GENES DA GLOBINA GAMA

PESQUISADOR: Prof Dr. Femando Ferreira Costa

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
apos acatar os pareceres dos membros-relatores, aprova a pesquisa supracitada bem como o Termo

de Consentimento Poés-Informagio por estarem contempladas as Resolugies 196/96 e
complemetares.

CEP/FCM, 01/12/2004.

3
H stk .
Profa. Dra. e{%{n Silvik Bertuzzoe

PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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