UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

LUCIANA MARIA DE HOLLANDA

“FUNCOES DO GENE GATAI: CONTRIBUICOES DO ESTUDO

DE MUTACOES EM DOENCAS HEMATOLOGICAS”

Tese apresentada ao Instituto de
Biologia para obtencdo do Titulo de
Doutor em Genética e Biologia
Molecular, na area de Genética Animal.

Orientador: Prof. Dr. Fernando Ferreira Costa

Campinas, 2006.




ii

FICHA CATALOGRAFICA

Hollanda, Luciana Maria

FUNCOES DO GENE GATA1: CONTRIBUICOES DO ESTUDO
DE MUTACC)ES EM DOENCAS HEMATOLOGICAS / Luciana
Maria de Hollanda. Campinas, SP : [s.n.], 2006.

Orientador: Fernando Ferreira Costa
Dissertagdo (Doutorado) Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Biologia.

1. GATAI. 2. Mutagao Hereditaria. 3. Fatores de Transcricdo. 4.
Sindrome mielodisplasica. I. Fernando Ferreira Costa. II. Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. III. Titulo




Campinas, 30 de agosto de 2006.

BANCA EXAMINADORA

Professor Dr.Fernando Ferreira Costa (Orientador)

Profa. Dra. Maricilda Palandi de Mello

Prof. Dr. Jorg Kobarg

Prof. Dr. Roberto Passeto Falcao

Prof. Dr. José Orlando Bordim

Profa. Dra. Iscia Terezinha Lopes Cendes

Prof. Dr. Fernando Lopes Alberto

Assinatura

Assinatura

Assinatura

Assinatura

Assinatura

Assinatura

Assinatura

iii




iv

Aos meus pais Frederico e Ildudia,
A Tia-Olga (In memorian)

Dedico!




Agradecimentos

A minha familia pela paciéncia, carinho, amor e dedicagao.

A Dra. Carmen Silvia Passos Lima por todo o meu crescimento profissional.

A familia Cincoetti por toda a amizade e carinho, principalmente a minha grande amiga Daniella

por toda a paciéncia.

As madrinhas Vera e Lucia por todas as rezas e torcida.

Aos amigos da radiologia da Beneficéncia Portuguesa, principalmente ao Dr. Hélio Pupo, por

toda a torcida e ajuda nos momentos em que mais precisei.

A Manoela Marques Ortega, Gustavo Jacob Lourenco, Hélvia Nascimento, Priscila, Sandro,

Iramaia e Camila Oresco por todo o apoio, amizade, carinho, amor e compreensao.
Aos amigos Anderson, Dulcinéia, Paulo P. Joazeiro, Jos¢ Vassallo, Margareth Castro Ozelo,
Sheley Gambero, Carol Lanaro, Tania, Sueli, Fernanda, Cristiano, Julio, Eduardo, Juvani que me

ajudaram no trabalho e na publicacao do artigo.

Aos amigos Lena, Simone, Ucha, Vagner, Adriana, Tereza, Marcelo Brandao, Fabiola, Camila

Almeida, Babi, Maristela, Rose, por toda a ajuda profissional e amizade.

As amigas Rachel, Patricia e Elisete, por sempre me atenderem prontamente nos momentos em

que mais precisei.

A todos os funcionarios, alunos e professores do Hemocentro, da UNICAMP, que me

proporcionaram o conhecimento e o encontro de muitos e eternos amigos.

A CAPES que me proporcionou a ajuda financeira necessaria para realizar este trabalho.




Vi

“So sei que nada sei”.

(Socrates de Atenas, 399 A. C).




Indice Geral vii

Indice Geral

YN a2 T4 (1631130 1S) 1110 OSSP v

TNAICE GEIAL ...t naes 7
TNAICE A0 FIGUIAS ...t n s nesnaes 9
INAICE de TADELAS ..........oeoeeeeceeeeeee et 10
RESUINO ...ttt ettt et b e ettt et b ettt saee e 11
ADSTFACT ...ttt ettt et h e ettt et h ettt e e at e bt e et e et e nateebeenaees 13
THETOAUGCGO ...ttt ettt e et e e et e e st aeesaeeessseaesssaeessseeeasseeeasseeensseesnnsaeans 15
Sindrome mielodisplasica (SIMD) ......cc.eiiiiiiiiiiie ettt 16
ClasSIfICACAO FAB ....c..viiiiiieee ettt et e ettt e e ta e e e aa e e eabeeetaeenareeenreas 17
Alteragdes citogenéticas € MOLECUIAIES ..........ccuveeiiirieeiieiie ettt et ere et e 18
Familia de fatores de transcricA0 GATA .........eeiii o e e e eeareeeeeans 19
Fator de transcrigao GAT AL ....oo ettt et sae e e s v e e s beeeeaseeesseeennseeennns 19
Mecanismo de splicing alternativo origina a proteina GATA-IS......cccceeviieiieriiienieeieeeeee e 22
GATA-T € @ NEIMOPOCSE ...eeevvieiiieiieeiieeite ettt e ettt e te et e st eeteesebeebeeesbeesaessseesseessseensaessseenseenssas 23
MULACOES NO ZENE GATAL ...ttt e et e e e st e e e tbae e e s e bt ee e e aseeeeenneeeeeennees 25
ODJOIIVOS ..ottt ettt et e et e ettt e et e et e s bt e et e ettt et e e et e et e esaneas 30
MaTETIAIS € MELOAOS ...ttt ettt s e e s e e st e et eesabeesaseeens 32
L CASUISTICA. .ttt ettt et ab et et e e bt e ea bt e bt e st e e bt e ea bt e bt e sabeenaneebeenaees 33
2. ASPECLOS FHICOS ...ttt es e 34
3. ANALISE MOIECUIAT ...t ettt et e ettt e beesneeeneaas 45
3.1. Extragdo do DNA gendmico total do sangue e medula 0SS€a..........coccveevueeriieiiieniieniienieeeens 45
3.2. EXtrag@0 do RINA tOTAl .....ooooiiiiiiiicceeceee ettt e 45
3.3. Transcricao do mRNA €M CDNA ... e 46
3.4. Desenho dos 0ligonuCIEOtIAEOS .......cecueeiiiiiiiieiieiie ettt e 47

3.5. Reagdes em cadeia da polimerase (PCR) para a amplificagdo dos éxons pertencentes ao gene

GATAI ¢ do mRNA para GATA-1 € GATA-LS. .oioiiiiiieieceeeeee ettt 49
3.6. Purificacao do fragmento de DNA e dos fragmentos do mRNA correspondentes ao GATA-1

T 7N AN PSPPSR 50
3.7. ReagOes de SEQUENCIAMENLO ........eccuieruieeiieriieetieeeeeieeetteeteesteeeseessaeeseesseessseenseessseeseessseenseens 51

3.8. Quantificagdo da expressao dos genes GATAI € GATALS ...c..ooecueeeueeeceeeeieeiieeieeie e eve e 52




Indice Geral viii

3.8.1. Eficiéncia da reag@o qRT-PCR.........ccoiiiiieiiiiicieeeee ettt 52
3.8. 2. GRTPCR ..ttt ettt et et e sttt e et e et e et e b et e aeenteeneenes 53
3.8.3. Quantifica¢do e normalizacdo das amostras pelo método geNorm version 3.4 .................... 54
4. TMUNONISEOQUIMMICA ....eevviieiiieiiiieiieeie ettt ettt et e ettt e et e estee e bt e sateesbeesaseenseessseenseessseenseesnseenne 55
4.1. Titulag@o dos anticorpos GATA-1 C-20 € N=0 .....ccoeevieriiiiiieeiieieeere ettt eee e sere e ee 55
4.2. Reacao de ImunohiStOQUIMICA........eceiuiieeiiieeiiieciie ettt tee e e e eae e e sreeeesaeeenreeenseeennns 55
4.2.1. Preparo das JAMINAS .......cccuiiiuiiiiieiie ettt ettt ettt et e st be e et e et e eeesaeeenee 55
4.2.2. Reagdo de Rotina de ImunoperoXidase. ..........cceecvieruieeiieniieiiiieniie et 56
5. Anélise da unidade formadora de coldnia granulocitica-monocitica (CFU-GM)........................ 59

6. Crescimento e diferenciacdo de progenitores eritréides do sangue periférico (BFU-E) em

(818 00] 0 T01< 511t B PSR 60
7. Anélise dos fatores de coagulacao plasmatica...........cccueeiuieriiiiiieiiieiieeie e 61
8. Andlise das glicoproteinas de membrana plaqUetaria.............ccceerieeriieriieniienieeee e 62
9. Analise da ultraestrutura PlaqUELATIA .........ccveeiieriieeiieieeie ettt e ebeesaee e 63
RESUITAAOS ...ttt b e ettt e b e et e e bt e s ate e beesate e 65
1. Avaliacdo molecular do ZeNe GATAT .......cocooouieiiiiiiiiiiieeee ettt 66
2. Reagdo em cadeia polimerase (RT-PCR) para a deteccdo do mRNA GATA-1 e GATA-1s...... 71
3. Quantificacdo da expressao dos genes GATAI € GATAILS ...ooueeeeeeceeeeciieeieeieeeieeie e 73
4. Resultado de imunohistoquimica para os pacientes familiais analisados.............ccccceeevveeerneennn. 77
5. Anélise das unidades formadoras de colonia CFU-GM. .........ccccoooiiiiiiiiiniiiiicieceeeeeee 80
6. Andlise das unidades formadoras de colonia BFU-E. ........cccccccoiiiiiiiiniiiiiiceceeeee, 80
7. Resultado dos testes de coagulacio e fungao plaquetaria..........cceeeveeeieeeiieriieeieenieeieeee e 82
8. Resultado da microscopia eletronica de plaquetas ..........cceeecvveeeciiieeiieeeiie e 85
DUSCUSSAO ..cceeeeeeeee ettt e e e ettt e e et e e e ettt e e e s asaeee e e sabeeeeesssaaeeaanssaaeeannsseaeeassseeesansseeens 90
CONCIUSDOS ...ttt et ettt e a e st s et et e s bt et e sat e e bt e saeeeneens 96
Referencias BiDlIOGTALICAS ........c..coeoueeeeueeeeiieeeiieeeiteeetee et te e e tte e st e e s aae e saaeeesnseeesnseeennseesnseeens 98

APDCIAICES ..ottt et e e et e e et e e e tb e e e sbeeessbeesasbeeesaaessaaeeenaaeeenreeeenaeeennaeeenes 109




Indice de Figuras ix

Indice de Figuras

Figura 1. Configuragdo espacial dos dominios dedos de zinco C e N terminal.. ........ccccccceeneee. 21
Figura 2. Fator de transcricdo GATA-1 € @ hemopoeSe. .......cc.eeviiiiieiiieiieeieeieeeieeee e 24
Figura 3. Modelo proposto das células alvo e vias que conduzem a SD-AMKL...............c......... 29
Figura 4. Heredograma dos membros da familia analisada..............ccceeoviiiiiiiieniiiinie e, 38
Figura 5. Morfologia do sangue periférico e da medula dssea do paciente III-16......................... 39
Figura 6. Morfologia da medula 6ssea do paciente ITI-16............cccceeeiiieiiiiiiieniieiiieieeeecie e 40
Figura 7. Gel de agarose 1,5% para a analise da amplificagdo do éxon 2 (365pb) do gene GATA1

em pacientes com SMD adquirida, em pacientes da familia analisada e nos controles ......... 67
Figura 8. Eletroferogramas do seqii€énciamento do éxon 2 do gene GATAL.......cccecvvevvvveeennenne. 68
Figura 9. Eletroferogramas do seqiiénciamento do éxon 2 do gene GATAL.....ccccocevvivevicneenne. 69
Figura 10. Heredograma da familia analisada ap0s a genotipagem. ..........ccccceeveeeviieneeenieennennnen. 70

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose desnaturante 1,2% com formaldeido para avaliar a
qualidade do RNA tOtal .......coooiiieiieeii ettt et e e e e st e e ereeeenreeens 71
Figura 12. Formagao do mRNA do GATA-1 € do GATA-1S ..ccceriiniiniiiiieeececeeceecee 72
Figura 13. Gréficos das andlises da eficiéncia de amplifica¢do dos oligonucleotideos utilizados no
método da reagdo em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa em tempo real (QRT-PCR). 74
Figura 14. Graficos das curvas de dissociacdo utilizada para analisar a auséncia de contaminantes
ou geracao de produtos INESPECTIICOS .....viiueeriieriiiriieiie ettt 75

Figura 15. Grafico com a comparagdo da expressao dos genes GATA1 e GATA1s por qRT-PCR

................................................................................................................................................ 76
Figura 16. Estudo de imunohistoquimica para o controle (Aumento 640X) ........cccccceeeeveerrreeennee. 78
Figura 17. Estudo de imunohistoquimica para o paciente III-16 (Aumento 640X)...........ccce...... 79
Figura 18. Células BFU-E de uma coldnia com 3U de eritropoetina (Aumento 256X) ................ 81
Figura 19. Microscopia eletronica do controle I1-14 (Aumento de 6000X)..........cccveevreeeveenieennnnn. 86
Figura 20. Microscopia eletronica do paciente I1I-16 (Aumento de 6000X) .........cceevveerereeerneens 87
Figura 21. Microscopia eletronica do controle I1-14 (Aumento de 12930X)........ccceeveeeieinieennen. 88

Figura 22. Microscopia eletronica do paciente III-16 (Aumento de 12930X) .......ccoceeveeeeneennennne 89




Indice de Tabelas x

Indice de Tabelas

Tabela 1. Classificacdo da SMD segundo os critérios do grupo FAB ........c.ccccviviiieiiiniieniee, 17
Tabela 2. Classificagdo FAB das SMD para os 20 pacientes avaliados..........c.cccceeeeveenieeieenenne. 35
Tabela 3. Dados hematologicos dos pacientes com Sindrome mielodisplasica adquirida............ 36
Tabela 4. Dados hematologicos dos pacientes com Sindrome mielodisplasica adquirida............ 37
Tabela 5. Dados hematologicos dos homens doentes pertencentes a familia analisada................ 41
Tabela 6. Dados hematologicos das mulheres pertencentes a familia analisada........................... 42
Tabela 7. Dados hematologicos dos homens normais, pertencentes a familia analisada. ............. 43

Tabela 8. Caracteristicas morfologicas da medula 6ssea e sangue periférico dos homens doentes

................................................................................................................................................ 44
Tabela 9. Oligonucleotideos utilizados para amplificar 5 dos 6 éxons do gene GATAL.............. 48
Tabela 10. Oligonucleotideos utilizados na amplificagdo do mRNA para GATA-1 ................... 48
Tabela 11. Oligonucleotideos utilizados na amplificagdo do mRNA para GATA-Is......c..c........ 49
Tabela 12. Oligonucleotideos utilizados para PCR em tempo real...........ccceeeuieriieiienieniiiennne 49

Tabela 13. Concentragdes, eficiéncias e temperaturas de dissociacdo dos oligonucleotideos

utilizados na amplificagdao dos genes GATA1 e GATA1s por qRT-PCR..........cccovvreevieennnenn. 74
Tabela 14. Numero de colonias BFU-E em diferentes concentragdes de eritropoetina. ............... 81
Tabela 15. Teste de coagulacao e quantificacdo dos fatores da coagulagao .........cccecevvevernennen. 83

Tabela 16. Estudo da fung¢ao plaquetaria em individuos da familia analisada...............c.cccueennnnn. 84




Resumo




Resumo xii

Vérias mutacdes hereditarias no gene GATAL1 localizadas no éxon 4 e conseqlientemente
que afetam o dominio dedo de zinco N-terminal foram descritas em algumas familias que
apresentavam graus variaveis de plaquetopenia com ou sem anemia. Por outro lado, mutagdes
adquiridas no éxon 2 deste gene foram observadas em quase todos os casos estudados de
pacientes com Sindrome de Down e que apresentavam TMD ou AMKL. Essas mutagdes
impedem a sintese da proteina total, mas permite a sintese da isoforma menor da proteina,
denominada GATA-Is. Experimentos em camundongo sugeriram que a sintese unica da isoforma
GATA-1s seria suficiente para induzir hemopoese normal nesses animais. Neste trabalho
descrevemos em pacientes e portadores de uma familia a mutagdo 332G —C localizada no éxon
2 do gene GATA 1 que conduz a produgdo apenas da proteina GATA-1s nos homens afetados.
Os perfis hematologicos desses pacientes demonstraram anemia macrocitica, neutropenia em
varios casos e numero normal de plaquetas. Em seu conjunto, esses dados sugerem que a proteina
GATA -1s, produzida em niveis normais ou baixos nao ¢ suficiente para conduzir a eritropoese
normal. Além disso, este ¢ o primeiro estudo onde uma mutacdo hereditaria no éxon 2 do gene
GATAI origina apenas a proteina GATA-1s e ndo provoca AMKL ou TMD em individuos nao
portadores de sindrome de Down. Desta forma este estudo indica que outros eventos
cooperativos, como outras mutagdes ou a trissomia do cromossomo 21 provavelmente podem ser

0s responsaveis por essas anomalias em criancas com sindrome de Down.
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Inherited mutations in exon 4 of the GATA1 gene, which codes for the N-terminal zinc
finger domain of GATA-1, have been found in some families, leading to a familial
dyserythropoietic anemia with thrombocytopenia, X-linked thrombocytopenia and X-linked
thalassemia with thrombocytopenia. Acquired somatic mutations in exon 2 of the hematopoietic
transcription factor GATA-1 have been found in individuals with Down syndrome with both
transient myeloproliferative disorder and acute megakaryoblastic leukemia . These mutations
prevent the synthesis of the full-length protein but allow the synthesis of its short isoform,
GATA-1s. Experiments in mice suggest that GATA-1s supports normal adult megakaryopoiesis,
platelet formation and erythropoiesis. Here we report a mutation, 332G-C, in exon 2 of GATAL,
leading to the synthesis of only the short isoform in seven affected males from two generations of
a family. Hematological profiles of affected males demonstrate macrocytic anemia, normal
platelet counts and neutropenia in most cases. Altogether, data suggest that GATA-1s alone,
produced in low or normal levels, is not sufficient to support normal erythropoiesis. Moreover,
this is the first study to indicate that a germline splicing mutation does not lead to leukemia in the

absence of other cooperating events, such as Down syndrome.
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Sindrome mielodisplasica (SMD)

A sindrome mielodisplasica (SMD) compreende um grupo de disturbios hematologicos,
caracterizado por citopenias, hemopoese defeituosa ¢ medula 6ssea geralmente hipercelular. As
principais caracteristicas sao: a displasia de pelo menos uma linhagem celular; mieldide, eritréide
ou plaquetaria e a evolucdo de 30 a 40% dos casos para leucemia mieldéide aguda (LMA)
(Heaney e Golde, 1999). Anemia, neutropenia e/ou trombocitopenia com monocitose eventual
sdo achados usuais do sangue periférico. Aproximadamente 35% dos pacientes com SMD
apresentam apenas anemia, 30% bicitopenia e 19 % pancitopenia (Mckenzie, 2004).

A medula 6ssea pode ser normo ou hipercelular sendo raramente hipocelular. Além das
alteracOes  quantitativas, anormalidades morfolégicas sdo tipicamente observadas:
micromegaciocitos, blastos mieldides em localizagdo atipica (ALIP), nédulos linfoides de aspecto
benigno, sideroblastos em anel e granulociticos com anomalia de pseudo Pelger-Hiiet (Lorand-
Metze, 2005).

A SMD pode ocorrer em individuos de qualquer idade, sendo rara em criangas, pouco
comum em adultos e mais freqiiente em individuos com mais de 50 anos. Manifesta-se em
pessoas previamente expostas a agentes quimicos, como benzeno e o alcool, e em pessoas com
distirbios nutricionais ou que foram submetidos a quimioterapia e radioterapia no passado
(Campbell, 2001). Clinicamente os pacientes apresentam anemia, sangramento cutaneo-mucoso

ou infecgdes bacterianas (Lorand-Metze, 2005).
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Classificacao FAB

Em 1982 foi proposta a primeira classificagdo para a doencga, a classificagio FAB por

pesquisadores franceses, americanos ¢ ingleses (Bennett, Catovsky er al., 1982). Cinco subtipos

da doenca foram identificados, considerando a porcentagem de blastos no sangue periférico e na

medula 6ssea, a porcentagem de sideroblastos em anel € o nimero de monocitos no sangue

periférico (Tabela 1).

Tabela 1. Classificacao da SMD segundo os critérios do grupo FAB

Tipo

Sangue Periférico

Medula Ossea

Anemia Refrataria
(AR)

Anemia Refrataria com
Sideroblastos em Anel
(ARSA)

Anemia Refratiria com Excesso de
Blastos
(AREB)

Anemia Refrataria com Excesso de
Blastos
em Transformacao
(AREBT)

Leucemia Mielomonocitica
Cronica
(LMMC)

Citopenias < 1% blastos

Anemia
Blastos < 1%

Blastos < 5%
Pancitopenia

Blastos > 5%
Pancitopenia

Blastos < 5%
Monocitos > 1000/l

Blastos < 5%
Celularidade variavel
Atipias diversas

Blastos < 5%
Sideroblastos em anel > 15%

Blastos 5-20%
Hipercelular com atipias
nas 3 séries.

Blastos 21-30%
Bastonetes de Auer.

Blastos < 20%
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Alteracdes citogenéticas e moleculares

Anormalidades cariotipicas sdo observadas em aproximadamente 40-50% dos casos de
SMD primaria e em 90% dos casos de SMD secundaria (Heaney e Golde, 1999; Olney e Le
Beau, 2001). As anormalidades cromossomicas mais encontradas nesta doenga sdo as delegdes
dos cromossomos 5, 7, 11, 12 e 20 e a trissomia do cromossomo 8. Dele¢des cromossdmicas
relacionadas @ SMD implicam, em geral, na perda de genes supressores tumorais ou genes de
reparo do DNA. Geralmente essas alteragdes requerem dois acontecimentos: mutagcdo de um gene
alvo e a perda do segundo alelo por dele¢do, duplicagdo ou recombinacdo (Hofmann e Koeffler,
2005). Varios estudos com SMD demonstraram que as anormalidades clonais da célula-tronco
hemopoética caracterizaram-se pela maturacdo defeituosa e, nos estagios avancados, pela
proliferacdo descontrolada (Parker e Mufti, 1996). Apds o dano inicial da célula progenitora por
alguma toxina ou mutagdo espontanea, diversas alteragdes adicionais podem afetar esta célula
proporcionando uma vantagem de crescimento. Estas alteracdes podem influenciar a expressao
de genes relacionados a regulacdo do ciclo celular, aos fatores de transcricdo e a supressores
tumorais (Hofmann e Koeffler, 2005).

Estudos recentes sugerem que a andlise através da técnica de “microarray” pode fornecer
dados suficientes para descobrir genes ou padrdes génicos associados com alteracdes de vias
celulares especificas ou cascatas de sinalizacdo na SMD (Miyazato, Ueno et al., 2001; Hofmann,
De Vos et al., 2002; Ueda, Ota et al., 2003). Por outro lado, estudos com fatores de transcrigao
mostram uma diminuicdo da expressdo dos genes GATAI e GATA2 nesta doenca

(Fadilah, Cheong et al., 2002).
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Familia de fatores de transcricio GATA

A familia de fatores de transcricdlo GATA ¢ formada por seis genes, GATAI a
GATAG6, que possuem numerosas caracteristicas em comum. A conservagdo evolutiva destes
genes pode ser observada de duas maneiras. Primeiro, os seis genes foram identificados em aves,
fungos, leveduras, moscas e vermes com homologos em anfibios e mamiferos. Segundo, todas as
proteinas derivadas destes genes ligam-se a uma seqiiéncia consenso no DNA (A/T)GATA(A/G)
através de um dominio dedo de zinco altamente conservado (Evans e Felsenfeld, 1989; Elefanty,
Antoniou et al., 1996).

Como conseqiiéncia da analise do perfil de expressdo génica em diversos tipos celulares,
as proteinas pertencentes a esta familia foram agrupadas em duas classes: a classe hemopoética e
a classe ndo-hemopoética (Elefanty, Antoniou et al., 1996).

Os trés primeiros genes (GATAI a GATA3) pertencentes a classe hemopoética contribuem
para a proliferacdo e/ou diferenciacao de determinados tipos celulares sangiiineos. A classe nao
hemopoética formada pelos genes GATA4 a GATAG6, estdo expressos em varios tecidos, entre
eles, o coracdo, o intestino, o ovario, o figado, o pulmado e o bago (Orkin, 1992; Visvader,
Crossley et al., 1995; Elefanty, Antoniou et al., 1996; Lowry e Atchley, 2000; Lavoie, 2003;
Lowry e Mackay, 2006).

Dentre todos os fatores de transcricdo pertencentes a esta familia, o mais estudado ¢ o

GATA-1 (Evans, Reitman et al., 1988; Wall, Deboer et al., 1988; Martin, Zon et al., 1990).

Fator de transcricio GATA-1
A proteina GATA-1 ¢ um fator de transcri¢do altamente relacionado com a diferenciagdo
celular do sistema hemopoético, sendo codificada a partir do gene GATA! localizado na regido

Xp11.23 do cromossomo X humano. Esta regido ¢ formada por dois primeiros éxons alternativos
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nao codificantes localizados na regido 5°, e cinco éxons codificantes (Il a VI) que ddo origem a
proteina GATA-1 (Caiulo, Nicolis et al., 1991; Chapman, Stephenson etr al., 1991; Lowry e
Mackay, 2006).

A proteina GATA-1 ¢ formada por trés dominios funcionais distintos, o dominio de
transativagdo N-terminal (codificado pelo éxon 2) e dois dominios dedos de zinco. O dominio
dedo de zinco N-terminal (Figura la) ¢ codificado pelo éxon 4 e o dominio dedo de zinco C-
terminal (Figura 1b) ¢ codificado pelo éxon 5 e parte do éxon 6 do gene GATAI. Estes dominios
receberam estes nomes devido a proximidade com as regides amino e carboxila terminais
(Newton, Mackay et al, 2001; Lavoie, 2003). A regido dedo de zinco C-terminal possui
seqiiéncias susceptiveis a acetilagdo estimulando a atividade transcricional desta proteina e
também possui a funcdo de ligar-se numa seqiiéncia consenso WGATAR (W=A/T e R=A/QG)
altamente conservada no DNA (Secco, Cotella et al., 2003; Ferreira, Ohneda et al., 2005). Em
contrapartida, a regido dedo de zinco N-terminal influencia a estabilidade e a especificidade da
ligacdo do dedo de zinco C-terminal com o DNA e atua interagindo com outras proteinas
transcricionais como Spl, EKLF, FOG-1 e outros fatores GATA. Predi¢des estruturais guiadas
por estudos de ressondncia magnética nuclear sugeriram que o dedo de zinco N-terminal pode
participar simultaneamente na interagdo com o DNA e com o FOG-1 (Figura 1c¢) (Kowalski,
Czolij et al., 1999). Dados na literatura indicam que a fun¢do do dominio de transativagdo N-
terminal ¢ controversa, pois parece ser essencial (Shimizu, Takahashi et al., 2001) ou dispenséavel
na diferenciagdo eritrocitaria e megacariocitica (Blobel, Simon et al., 1995; Visvader, Crossley et

al., 1995; Weiss, Yu et al., 1997).
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FACE DNA

C

Figura 1. Configuracao espacial dos dominios dedos de zinco C e N terminal. (A) Estrutura
espacial do dominio dedo de zinco N-terminal. Em amarelo, os locais de ligagdo com o FOG-1.
(B) Estrutura dedo de zinco C-terminal. Em vermelho a molécula de DNA. (C) Estrutura dedo de

zinco N-terminal mostrando as faces de interagao com o FOG-1 e com o DNA.
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Mecanismo de splicing alternativo origina a proteina GATA-1s

Através de varios mecanismos, o mesmo gene origina diferentes RNA mensageiros
(mRNAs). Provavelmente o mecanismo mais utilizado pela natureza para a geracdo destes
mRNAs seja o mecanismo de splicing alternativo (Graveley, 2001), sendo os outros
representados pela utilizagdo de diferentes sitios de inicio da transcricdo ou poliadenilagdo e
edi¢do de RNA (Beaudoing e Gautheret, 2001; Keegan, Gallo et al., 2001; Down e Hubbard,
2002). Cerca de 30 a 60% dos genes do genoma humano apresentam variantes de splicing que
originam centenas de transcritos diferentes (Graveley, 2001; Lee, Atanelov et al., 2003) e em
80% destes casos o mecanismo de splicing ocorre dentro da regido codificadora alterando o
mRNA transcrito e posteriormente a proteina traduzida (Modrek, Resch et al., 2001). Assim, o
splicing alternativo promove a diversidade dos produtos génicos a partir de uma pequena
quantidade de genes. A proteina GATA-1 parece ser um dos exemplos dessa diversidade de
produtos génicos.

Através do mecanismo de splicing alternativo, a mesma regido codificadora da proteina
GATA-1, também origina a isoforma de menor peso molecular (GATA-1s) através da ligacdo
entre os éxons 1 e 3. A proteina GATA-1s perde o dominio de transativacdo N-terminal, sendo
menos ativa, apesar de aparentemente se ligar ao DNA e ao FOG-1 com a mesma intensidade que
a proteina GATA-1 (Calligaris, Bottardi et al., 1995; Visvader, Crossley et al., 1995; Rainis,
Bercovich et al., 2003; Gurbuxani, Vyas et al., 2004).

Distarbios no mecanismo de splicing alternativo relacionam-se com vdrias doengas,
inclusive cancer. Aproximadamente 15% de todas as mutagdes que causam doencas alteram o
mecanismo de splicing e entre essas podemos citar a hemofilia A, a sindrome de Marfan e a
neurofibromatose tipo I (Krawczak, Reiss et al., 1992). Além disso, foram encontradas mutacdes

no éxon 2 do gene GATAI que alteram o mecanismo de splicing e produzem apenas a proteina
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GATA-1s em criangas com sindrome de Down (SD). Estas criancas desenvolvem leucemia
mieloproliferativa transitéria (TMD) ou leucemia megacarioblastica aguda (AMKL)
provavelmente em razdo desta mutacdo associar-se a trissomia do cromossomo 21 (Wechsler,
Greene et al., 2002; Greene, Mundschau et al., 2003; Mundschau, Gurbuxani et al., 2003; Rainis,

Bercovich et al., 2003).

GATA-1 e a hemopoese

O gene GATAI ¢ expresso em células das linhagens eritroide, megacarioblastica,
eosinofilica, mastocitaria e nos progenitores multipotenciais mieldide (Figura 2). Mas, ndo ¢
expresso em linfécitos, monocitos/macroéfagos e neutrofilos (Crotta, Nicolis ef al., 1990; Martin,
Zon et al., 1990; Zon, Gurish et al., 1991; Sposi, Zon et al., 1992; Leonard, Brice et al., 1993;
Mouthon, Bernard et al., 1993; Zon, Yamaguchi et al., 1993; Yomogida, Ohtani et al., 1994;
Fujiwara, Browne et al., 1996). Esta proteina ¢ também expressa nas células de Sertoli dos
testiculos (Yomogida, Ohtani et al., 1994).

A proteina GATA-1 pode interagir com outras proteinas formando complexos protéicos
que estimulam ou inibem determinadas regides génicas. Entre as proteinas que a GATA-I
interage destacam-se: c-Myb, EKLF, Fli-1, FOG-1, HDAC5, LMO2, PU.1, RUNX-1 (AML-1),
CREB-1, Ski-1, Spl (Lowry e Mackay, 2006). Entre estas interagdes protéicas a mais estudadas ¢é
a ligacdo da proteina GATA-1 com a proteina FOG-1 que esta relacionada com a diferenciagdo
das células da linhagem eritroide e megacarioblastica (Cantor, Katz et al., 2002; Cantor e Orkin,
2002; Chang, Cantor et al., 2002). O complexo protéico GATA-1/FOG-1 ¢ responsavel por inibir
uma variedade de genes, entre eles 0 GATA2 e ativar outros como, por exemplo, EKLF e (-

globina (Anguita, Hughes et al., 2004; Letting, Chen et al., 2004; Pal, Cantor et al., 2004).




Introducdao 24

GATA-1 e a HEMOPOESE C/EBPa @ EOSINOFILO
C/EBPg
Aml-1 ]
Scl/Tal-1 @ NEUTROFILO
Lmo-2/Rbtn-2
#”;'l @ MONOCITO/
i MACROFAGO
@ BASOFILO/
@@ N MASTOCITO
ok
=
GATA-2 @ PLAQUETAS
lkaros
PU.1 FOG-1/GATA-1

E2A ETITROCITO

EBF

Pax-5 )
@ LINFOTICO T

& LINFOTICO B

Figura 2. Fator de transcricio GATA-1 e a hemopoese. A proteina GATAI atua na
diferenciagdo e no amadurecimento das células das linhagens eritréide, megacariobléstica,

eosinofilica, mastocitdria e nos progenitores multipotenciais mieldide.

Embora diversos estudos tenham demonstrado a importancia da interagdo
GATA-1/FOG-1 na diferenciagdo das células da linhagem eritrdide e megacarioblastica, ainda
ndo estd claro qual ¢ o mecanismo de diferenciagdo destas células e quais sdo os fatores de
transcricao responsaveis por esta diferenciacdo. Dentre todos os fatores de transcri¢do candidatos
a esta diferenciacdo celular, o mais provavel parece ser a proteina RUNX-1 (AML-1), que ¢

necessaria para o desenvolvimento normal da hemopoese. Sua expressdo estd aumentada nos
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megacariocitos e diminuida nos eritrocitos, contrastando com os resultados de expressdo génica
para GATA-1, que ¢ igualmente expresso nos eritrocitos e megacariocitos (Shivdasani, Fujiwara
etal., 1997).

Estudos de interacdo génica demonstraram que os fatores de transcricdo PU.1 e
GATA-1 interagem entre si (Galloway, Wingert et al., 2005). A hiperexpressao de GATA-1 inibe
a fungdo de PU.1 pois liga-se a este na mesma regido que o seu principal coativador (c-jun)
impedindo a diferenciagdo granulocitica. De outra maneira, a hiperexpressao de PU.1 inibe a
funcdo do GATA-1 pois liga-se a este no dominio dedo de zinco C-terminal, impedindo que este
se ligue nas seqiiéncias consenso do DNA, ndo promovendo desta maneira a diferenciacio

eritropoética (Zhang, Zhang et al., 2000).

Mutacoes no gene GATAI

Mutagdes missense herdadas no éxon 4 do gene GATAI produziram trombocitopenia
acompanhada ou ndo de anemia em membros de quatro familias analisadas. Estas mutagdes
alteram a configuracdo espacial do dominio dedo de zinco N-terminal (codificado pelo éxon 4)
impedindo que este se ligue ao seu principal cofator FOG-1.

A primeira descri¢do desta mutagdo foi encontrada numa mulher com trombocitopenia
moderada que teve dois filhos, que apresentaram desde o nascimento trombocitopenia grave e
anemia. O exame do sangue periférico dos meninos analisados apresentou plaquetopenia e
plaquetas com granulos citoplasmaticos anormais; e poiquilocitose e anisocitose moderada em
eritrocitos. A medula 6ssea de ambos os casos era hipercelular e com inumeros precursores
eritroides multinucleados e pequeno nimero de megacaridcitos displasicos. A transi¢do G—A na
posi¢ao 613 foi identificada nos individuos hemizigéticos e na mae heterozigética. Esta mutagao

converte um residuo de valina em um residuo de metionina na posi¢ao 205 (V205M) da proteina
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GATA-1, alterando desta maneira a configuragdo espacial do dominio dedo de zinco N-terminal
impedindo que o FOG-1 se ligue neste dominio, conduzindo ao quadro clinico apresentado pelos
pacientes (Nichols, Crispino et al., 2000).

Outra mutag@o neste mesmo dominio foi descrita por Freson et al (Freson, Devriendt et
al., 2001) em membros de quatro geracdes da familia avaliada. Os pacientes apresentaram apenas
nimero diminuido de macroplaquetas. Uma alteragdo de aspartato para glicina na posi¢do 218
(D218G) foi encontrada tanto nas mulheres heterozigoéticas quanto nos homens hemizigéticos.
Apenas os homens hemizigoticos apresentam trombocitopenia acentuada; as mulheres ndo
apresentam alteracdes clinicas. No esfregaco de medula 6ssea de dois homens hemizigdticos
foram encontrados micromegacariocitos. A microscopia eletronica revelou aumento do tamanho
das plaquetas com reducao dos seus a-granulos. Mehaffey er al (Mehaffey, Newton et al., 2001)
encontraram em membros de uma familia analisada uma altera¢do de dois nucleotideos
(GG—TC) na posicdo 622 e 623 resultando na alteracdo G208S para o dominio dedo de zinco N-
terminal. Nos homens hemizigdticos foi encontrado apenas uma diminuicdo do numero de
plaquetas; enquanto nas mulheres heterozigotas nao foram encontradas alteragdes clinicas.

Recentemente, Yu ef al (Yu, Niakan et al., 2002) descobriram a primeira e tinica muta¢ao
descrita até o presente momento na regido do éxon 4 do gene GATAI que altera a configuragao
espacial do dominio dedo de zinco N-terminal impedindo que este se ligue a uma seqiiéncia
consenso no DNA (GATAC). Esta mutagao (R216Q) produziu trombocitopenia e -talassemia
nos individuos hemizigoéticos, e anemia discreta nas mulheres heterozigotas.

Freson et al (Freson, Matthijs et al., 2002) descreveram outra mutacdo (D218Y) no
dominio dedo de zinco N-terminal localizada imediatamente adjacente a uma mutagdo
previamente descrita pelos mesmos autores (D218G). Os individuos hemizigoéticos para a

mutacdo D218Y apresentaram um fenotipo mais grave do que na mutacdo D218G com anemia
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diseritropoética grave e nimero diminuido de macroplaquetas. Na familia descrita, seis homens
doentes morreram apo6s os dois anos de idade e o Unico paciente vivo ¢ dependente de transfusdes
mensais de eritrocitos devido a anemia grave. A microscopia eletronica das plaquetas mostra
diminui¢do de a-granulos e agrupamentos de reticulo endoplasmatico liso. A analise da medula
Ossea deste paciente revelou acentuada diseritropoese ¢ megacarioblastos displasicos.

Portanto, as muta¢des no éxon 4 do gene GATAI1 parecem levar a variados graus de
plaquetopenia com ou sem anormalidades na linhagem eritrdide. Todas as anormalidades
encontradas nessas mutagdes foram atribuidas a interrupg¢des na ligagdo do dominio dedo de
zinco GATA-1 com o seu principal cofator FOG-1, ou a ligacdo deste dominio com uma outra
regido consenso no DNA (Nichols, Crispino et al., 2000; Mehaffey, Newton et al., 2001; Freson,
Matthijs et al., 2002; Yu, Niakan et al., 2002).

Além das mutagdes encontradas no éxon 4, também foram identificados mutagdes
adquiridas no éxon 2 do gene GATAI em pacientes portadores de SD e que apresentavam TMD
ou AMKL. Essas mutag¢des adquiridas impedem ou interrompem a sintese da proteina de maior
peso molecular GATA-1, resultando na sintese da proteina de menor peso molecular ou
GATA-1s (Greene, Mundschau et al., 2003; Groet, Mcelwaine et al., 2003; Hitzler, Cheung et
al., 2003; Mundschau, Gurbuxani et al., 2003). Na literatura existe apenas uma descri¢ao deste
tipo de mutacdo em uma mulher sem SD e com AMKL (Harigae, Xu et al., 2004).

Desta forma, aparentemente, a presencga Unica da proteina GATA-1s associada a alguma
mutacdo ou a algum fator especifico da SD parece estar associada ao aparecimento da TMD e
AMKL na SD. A procura das causas desses fatores tem provocado o aparecimento de numerosos
estudos que procuram pesquisar a funcdo da proteina GATA-1s e seu papel no desenvolvimento

da TMD e AMKL.
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Varios experimentos sugerem que GATA-Is auxilia a diferenciagdo megacariocitica e
eritrocitaria (Blobel, Simon et al., 1995; Visvader, Crossley et al., 1995; Weiss, Yu et al., 1997).
No entanto, estudos com resgate génico in vivo sugerem que apenas a expressio
GATA-1s endbgena ndo seria suficiente para restaurar a eritropoese definitiva, a ndo ser quando
este gene ¢ hiperexpresso (Shimizu, Takahashi et al., 2001). Recentemente, Li et al (Li, Godinho
et al, 2005) geraram células-tronco embrionarias (ES) e camundongos transgénicos que
expressavam apenas a proteina GATA-1s (GATA-1AN). Os camundongos adultos apresentaram
nimeros normais de plaquetas, eritrocitos e leucdcitos. No entanto, durante a fase embriondria
ocorreu a proliferacdo anormal de uma linhagem celular que desapareceu apos este periodo.
Assim as conclusdes deste experimento foram que a proteina GATA-1s seria capaz de promover
a hemopoese normal no adulto. Frente ao exposto os autores concluiram que a proteina GATA-1s
¢ capaz de promover a hemopoese normal no adulto. Os autores sugeriram que a proliferacao
anormal de células no sangue na vida embrionaria poderia ser responsavel pela TMD e AMKL

geralmente associada a SD como mostra o esquema proposto por esses autores (Figura 3).
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Figura 3. Modelo proposto das células alvo e vias que conduzem a SD-AMKL. Durante o

primeiro estagio do desenvolvimento na fase figado fetal ou embrionario, ocorre mutagdes

somaticas no gene GATAI em células progenitoras gerando apenas a proteina GATA-1s. Essas

mutagdes nestes progenitores com dissomia do cromossomo 21 promovem uma pequena ou

insustentavel vantagem na proliferacdo celular. Entretanto quando as células apresentam a

trissomia do cromossomo 21, ocorre um aumento expressivo na proliferacdo celular levando a

doenca de TMD. Mutagdes adicionais desconhecidas sdo requeridas para a progressao da TMD

para AMKL (Li, Godinho et al., 2005).
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Este trabalho teve por objetivo:

Investigar anormalidades no gene GATAI em pacientes com SMD adquirida e em
pacientes com SMD hipocelular familial;

Nos pacientes da familia analisada também temos por objetivo:

Investigar a presenca do mRNA GATA-1 e GATA-1s através da técnica de RT-PCR;

Quantificar a expressao dos genes GATAI e GATA s através da técnica de qRT-PCR;

Investigar a presenga das proteinas GATA-1 e GATA-1s, através da técnica de
imunohistoquimica;

Quantificar as unidades formadoras de colonia CFU-GM;

Quantificar as unidades formadoras de colonia BFU-E;

Analisar a coagulagao e fungao plaquetaria;

Investigar provaveis alteragdes estruturais plaquetarias, através da técnica de microscopia

eletronica.
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1. Casuistica

Foram estudados 20 pacientes com SMD adquirida, atendidos no Centro de Hematologia
e Hemoterapia (HEMOCENTRO) da UNICAMP e classificados de acordo com os critérios
estabelecidos pelo Grupo FAB (Bennett, Catovsky et al., 1982). Oito pacientes (SMD-1, SMD-4,
SMD-5, SMD-10, SMD-11, SMD-12, SMD-13, SMD-14) apresentaram anemia refrataria (AR),
Sete (SMD-2, SMD-3, SMD-6, SMD-7, SMD-8, SMD-9, ¢ SMD-15) apresentaram anemia
refrataria com excesso de blastos (AREB), e cinco (SMD-16, SMD-17, SMD-18, SMD-19 ¢
SMD-20) apresentaram anemia refratdria com sideroblastos em anel (ARSA) (Tabela 2). Os
dados hematologicos para os pacientes com SMD adquirida encontram-se nas Tabelas 3 e 4 e foi
obtida em periodos prévios a transfusao de eritrdcitos.

Além dos casos descritos acima também foi estudado um paciente (III-16) com quadro
clinico e laboratorial de SMD hipocelular hereditaria. Ele foi atendido no HEMOCENTRO da
UNICAMP aos 19 anos de idade referindo anemia desde os quatro anos, tendo recebido inumeras
transfusdes de sangue. Apds a avaliacdo do sangue periférico, mielograma e biopsia de medula
ossea foi aventado o diagnostico de SMD hipocelular. O estudo deste paciente facultou a analise
de 22 membros pertencentes a mesma familia (Figura 4). Destes seis (II-5, 1I-7, II-8, I11-6, 11I-10,
IT1-12) apresentaram citopenias ¢ os demais ndo apresentaram qualquer anormalidade de sangue
periférico (I-1, I-2, II-3, 1I-9, II-12, 1I-13, 1I-14, III-5, 11I-7, MI-8, II1-9, III-11, III-14, III-15,
IV-1).

Entre os membros da familia avaliada, dois (III-6 e III-10) j& eram seguidos no
HEMOCENTRO da UNICAMP com um diagnoéstico de anemia aplastica, sendo submetidos ao
transplante de medula d6ssea como terapeutica. Outro membro (III-12) era seguido em outro

servigo devido a anemia e neutropenia. Os pais dos pacientes II1-6 e I11-10 sdo primos de segundo
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grau e os pais dos pacientes III-16 e III-17 sdo primos de primeiro grau. Os pais dos pacientes
I1I-12 ndo sdo consangliineos e ele apresenta as mesmas caracteristicas clinicas e laboratoriais
dos pacientes I11-6, I1I-10, III-16, I1I-17. O heredograma dos membros da familia analisada esta
apresentado na Figura 2. As atipias celulares em elementos do sangue periférico e da medula
6ssea de um individuo doente (I1I-16) estdo apresentadas nas Figuras 5 e 6.

Os dados hematologicos do sangue periférico e medula 6ssea dos membros da familia

analisada estdo apresentados nas Tabelas 5 a 8.

2. Aspectos Eticos
O protocolo de estudo esta de acordo com a declaragdo de Helsink de 2000 e foi aprovado
pelo comité de ética local (Processo n°559/2004). O termo de livre consentimento por escrito, foi

obtido de todos os pacientes e controles que participaram deste estudo.
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Tabela 2. Classificacao FAB das SMD para os 20 pacientes avaliados

Paciente Sexo (ISr?(()ise) Subtlslf;c;ﬁgodzenca
classificagdo FAB

1 F 89 AR

2 M 79 AREB
3 F 67 AREB
4 M 34 AR

5 M 59 AR

6 M 6l AREB
7 F 61 AREB
8 M 64 AREB
9 F 85 AREB
10 M 29 AR
11 F 59 AR
12 F 59 AR
13 F 61 AR
14 M 91 AR
15 M 76 AREB
16 M 77 ARSA
17 F 92 ARSA
18 F 85 ARSA
19 F 69 ARSA
20 F 82 ARSA

M, Masculino; F, Feminino; AR, Anemia refratiria; AREB, Anemia
refrataria com excesso de blastos; ARSA, Anemia refrataria com
sideroblastos em anel.




Materiais e Métodos 36

Tabela 3. Dados hematologicos dos pacientes com Sindrome mielodisplasica adquirida

(D};ggrs‘;eco_ RBC Hgb Het MCV MCH Ret RDW WBC Neut Eo Pit
Sexo) (x106/uL) (g/dl) (%) (fL) (pg) (x109/L) (%) (x103/uL)  (x103/uL)  (x103/uL) (x103/uL)
Homens Homens Homens Homens
gjg;ss ﬁuﬁirle)s (ll\ju?}_lleZe? (ﬁu(l)}_lse(r)eg) (80,0-99,0) (27,0-31,0)  (22,0-139,0)  (11,5-14,5) (l\s/Iil_ﬁezr:s) (1,9-8,0) (0,0-0,5) (130,0-400,0)
(4,2-6,1)  (11,5-16,5)  (40,0-44,1) (4,0-10,0)
1 (AR - M) 43 12,0 39,2 80,9 24,7 86,3 15,7 3,5 22 0,1 97,0
2 (AREB - H) 34 12,5 38,0 112,9 37,1 60,9 15,9 3,1 1,7 0,05 97,0
3 (AREB - M) 5,1 12,0 37,0 71,5 23,2 64,4 14,6 2,6 1,0 0,1 171,0
4 (AR -M) 5,0 13,4 40,1 80,1 26,8 96,3 13,8 1,7 0,6 0,05 107,0
5 (AR - H) 4,6 14,7 43,4 93,2 31,5 149,5 12,1 2,8 1,5 0,2 98,0
6 (AREB - H) 2,0 15,3 45,0 92,8 30,7 7,5 18,2 5,1 3,2 0,5 118,0
7 (AREB - M) 4.4 12,8 39,0 88,7 29,1 28,0 16,2 3,8 1,6 0,01 42,0
8 (AREB - H) 3,9 8,9 32,1 81,7 22,6 145,2 22,7 6,5 1,8 0,5 39,0
9 (AREB - M) 3,5 9,7 31,6 89,9 27,6 51,6 19,3 3,9 1,2 0,4 429,0
10 (AR-H) 1,7 5.1 15,3 90,8 30,2 NP 14,5 2,3 1,2 0,01 266,0

Valores normais sdo mostrados no topo entre parénteses. RCB, nimero de células vermelhas; Hgb, concentracdo de hemoglobina; Hct, hematocrito; MCV, volume
corpuscular médio; MCH, média corpuscular da hemoglobina; Ret, nimero de reticuldcitos; RDW, largura da distribuig¢do das células vermelhas; WBC, niimero de
leucdcitos; Neut, nimero de neutrofilos; Eo, nimero de eosindfilos; Plt, nimero de plaquetas; M, mulher; H, homem.




Materiais e Métodos 37

Tabela 4. Dados hematologicos dos pacientes com Sindrome mielodisplasica adquirida

(D};ggrs‘;eco_ RBC Hgb Het MCV MCH Ret RDW WBC Neut Eo Pt
Sexo) (x10° /L) (g/dl) (%) (fL) (pg) (x10°/L) (%) (x10°/uL) (x10°/uL) (x10°/uL) (x10°/uL)
Homens Homens Homens Homens
Izlljir(;r;iss ﬁazlili;le)s (11\2{1(1)1_13&? (i/élt{l?l-lse(r)ég) (80,0-99,0) (27,0-31,0)  (22,0-139,0)  (11,5-14,5) (1\5/[’1211-}}e2r):s) (1,9-8,0) (0,0-0,5) (130,0-400,0)
(4,2-6,1) (11,5-16,5) (40,0-44,1) (4,0-10,0)
11 (AR - M) 2,3 7,0 21,1 90,7 30,0 90,2 20,0 11,5 7,7 0,25 281,0
12 (AR - M) 2,4 7,8 24,8 101,7 32,0 35,7 25,7 2,5 1,3 0,1 298,
13 (AR - M) 3.6 13,2 36,2 98,8 36,1 1453 14,5 4,7 3,5 0,05 245,0
14 (AR - H) 2,1 7,1 22,8 108,2 33,6 432 24,5 8,1 4,3 0,2 281,0
15 (AREB - H) 2,1 7,3 22,1 104,8 34,6 84,0 20,7 0,99 0,4 0,01 125,0
16 (ARSA - H) 2.4 8,7 25,5 108,1 36,9 67,8 16,1 3,5 1,5 0,1 178,0
17 (ARSA - M) 2,6 8,3 26,1 99,4 31,6 96,3 18,6 3,7 1,1 0,7 245,0
18 (ARSA - M) 3,5 11,4 34,9 99,1 32,4 NP 20,7 3,6 1.4 0,2 245,0
19 (ARSA - M) 2,9 8,2 25,3 86,3 28,0 61,7 21,6 34 1,3 0,03 52,0
20 (ARSA - M) 24 8,7 25,4 103,9 35,7 34,1 17,8 33 1,9 0,03 153,0

Valores normais sdo mostrados no topo entre parénteses. RCB, niimero de células vermelhas; Hgb, concentragdo de hemoglobina; Hct, hematocrito; MCV, volume
corpuscular médio; MCH, média corpuscular da hemoglobina; Ret, nimero de reticuldcitos; RDW, largura da distribui¢do das células vermelhas; WBC, numero de
leucdcitos; Neut, nlimero de neutréfilos; Eo, nimero de eosinéfilos; Plt, niimero de plaquetas; M, mulher; H, homem.
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Figura 4. Heredograma dos membros da familia analisada. Os quadrados pretos representam
os homens sintomaticos com diferentes graus de anemia e neutropenia. Os circulos e quadrados
hachurados, representam respectivamente, as mulheres e homens que ndo foram avaliados. Os
circulos e quadrados ndo preenchidos representam, respectivamente, as mulheres e os homens

normais.
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Figura 5. Morfologia do sangue periférico e da medula éssea do paciente III-16. (A)
Esfregaco de sangue periférico apresentando, anisocitose, macrocitose, poiquilocitose e
eritrocitos fragmentados (Leishman, 1000x). (B) Esfregaco de medula 6ssea com eritroblastos
atipicos (seta) (Leishman, 1000x). (C) Esfregaco de medula d6ssea com granuldcitos que
apresentam anormalidades do tipo pseudo Pelger-Hiiet (seta) (Leishman, 1000x). (D) Esfregaco

de medula 6ssea com micromegacariocito (seta) (Leishman, 1000x).
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Figura 6. Morfologia da medula éssea do paciente III-16. (A) Biopsia de medula 6ssea com
hipocelularidade e micromegacariocitos (Hematoxilina e Eosina, 400x). (B) Biopsia de medula

ossea com hipocelularidade e a presenga de micromegacariocitos (seta) (Hematoxilina e Eosina,
1000x).
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Tabela 5. Dados hematologicos dos homens doentes pertencentes a familia analisada

(Df;agcégrs‘:fco_ RBC Hgb HbF Het MCV MCH Ret RDW WBC Neut Eo Pt
Idade) (x10°/uL) (g/dl) (%) (%) (fL) (pg) (x10°/L) (%) (x10°/uL)  (x10°/pL) (x10°/puL)  (x10°/uL)
Valores
(I;I(;’w“?éi g"zmgris) (1}31?51_1;3;1;) <2 ﬂf’gfl;&i)) (80,099,0)  (27,0-31,0)  (22,0-139,0)  (11,5-14,5) (?‘2’“;3“:) (1,9-8,0)  (0,0-0,5) %(%))'
diagnostico)®
11-5 (40 A) 3,6 10,9 NP 36,1 100,6 30,4 NP 19,0 59 2,8 0,1 352,0
11-7 (24 A) 2,7 7,7 NP 278 99,0 30,0 56,0 NP 3,7 12 NP 161,0
11-8 (35 A) 3.8 11,8 NP 38,0 100,8 31,3 139,0 17,8 52 2,0 0,0 190,0
11-6° (12 A) 2,0 52 43 153 94,0 344 108,0 253 2,0 0,6 0,0 135,0
m-10°(20A) 12 3.8 6,9 12,1 101 31 108,0 26,4 1,6 0,5 03 144,0
11-12 (2 M) 22 6,1 NP 20,1 93,0 28,2 NP NP 7,5 NP 0,0 345,0
H-1211A) 25 7.8 NP 24,7 97,1 30,7 56,0 22, 2,8 0,9 0,1 286,0
1I-16° (4 A) 1,9 53 2,1 16,3 88,1 28,6 44,2 244 2,2 0,6 0,1 294,0
H-17°(174) 27 9,6 5,0 28,7 102,8 344 58,1 20,4 3,7 1,0 0,1 400,0

Valores normais sdo mostrados no topo entre parénteses. RCB, nimero de células vermelhas; Hgb, concentragdo de hemoglobina; HbF, nimero de hemoglobinas
fetais; Het, hematocrito; MCV, volume corpuscular médio; MCH, média corpuscular da hemoglobina; Ret, nimero de reticuldcitos; RDW, largura da distribuicao das
células vermelhas; WBC, nimero de leucdcitos; Neut, nimero de neutréfilos; Eo, nimero de eosinofilos; Plt, nimero de plaquetas; a, Idade de detecgdo para anemia;
b, Dados obtidos antes do transplante de medula dssea; ¢, dados obtidos antes da transfusdo sanguinea.
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Tabela 6. Dados hematologicos das mulheres pertencentes a familia analisada

(Dif; ag";g‘;;eco_ RBC Hgb  HbF Het MCV MCH Ret RDW WBC Neut Eo Pt
Sexo) (x10°/uL) (g/dl) (%) (%) (fL) (pg) (x10°/L) (%) (x10°/uL) (x10°/uL) (x10°/uL) (x10°/uL)
I}f;‘rlr‘;raelss Iziuzlhgrle)s (?’{uslhlegeg) (£2) (Zf)"‘é}_l:ff) (80,0-99,0)  (27,0-31,0)  (22,0-139,0)  (11,5-14,5) (Ifgll}%rf)s) (1,9-8,0) (0,0-0,5)  (130,0-400,0)
I-1 (68 A) 42 14,0 NP 394 93,9 33,3 1474 13,6 9,2 7,3 0,1 1380
11-3 (45 A) 5,0 14,6 NP 41,0 83,3 29,7 128,4 13,1 74 43 0,1 2450
119 (50 A) 44 13,5 NP 42,1 96,1 30,8 NP 13,6 10,1 5,1 04 267,0
11-12 (35 A) 48 14,3 NP 40,0 83,8 30,0 80,3 12,8 7,1 46 0,1 195,0
11-13 (29 A) 42 14,3 1,3 44,0 102,7 334 73,8 13,1 6,2 3.2 0,1 216,0
I-11 3 A) 4.9 12,4 NP 38,3 78,0 253 NP 16,7 13,4 6,7 04 346,0
II-14 (16 A) 5.2 14,8 NP 43,9 83,1 28,0 NP 13,5 11,7 6.8 0,5 400,0

Valores normais sdo mostrados no topo entre parénteses. RCB, ntimero de células vermelhas; Hgb, concentracdo de hemoglobina; HbF, nimero de hemoglobinas fetais;
Hct, hematécerito; MCV, volume corpuscular médio; MCH, média corpuscular da hemoglobina; Ret, nimero de reticulécitos; RDW, largura da distribuicdo das células
vermelhas; WBC, numero de leucécitos; Neut, nimero de neutrdfilos; Eo, nimero de eosinofilos; Plt, nimero de plaquetas.
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Tabela 7. Dados hematologicos dos homens normais, pertencentes a familia analisada.

(Df;acligrsl:fco_ RBC Hgb HbF Het MCV MCH Ret RDW WBC Neut Eo Plt
Sgexo) (x10%pL) (g/d1) (%) (%) (fL) (pg) (x10°/L) (%) (x10%pL) (x10%/pL)  (x10%/uL) (x10°/uL)

I}I’:il‘q’f:fs (Ii"zmgris) (II;I?(;‘_T;‘,SS) <2 411?0‘?56(‘)‘;) (80,0-99.0)  (27,0-31,0) (22,0-139,0) (11,5-14.5) (I;g“;;njr) (1,9-8,0)  (0,0-0,5)  (130,0-400,0)

1-2 (75 A) 43 12,8 NP 38,1 86,9 29,2 772 13,5 8,7 5,1 0,5 200,0
11-14 (40 A) 48 15,3 NP 45,0 93,9 31,9 NP 13,9 7,2 3,8 03 259,0
I1-5 (18 A) 5,3 14,5 NP 44,1 89,5 31,2 NP 12,9 5,7 2.8 0,5 152,0
I1I-7 (20 A) 5.8 17,5 NP 51,8 90,1 30,4 NP 13,3 6,1 34 0.2 165,0
I11-8 (17 A) 5.1 16,5 NP 46,8 90,5 31,9 NP 12,8 48 32 0.2 177,0
I11-9 (24 A) 5.4 16,7 NP 48,9 90,4 30,9 NP 13,1 5.8 4,1 0,3 130,0
III-15 (16 A) 4,9 14,8 NP 433 89,5 30,6 NP 14,1 10,0 6,9 0,5 230,0

-2 (75 A) 43 12,8 NP 38,1 86,9 29.2 77,2 13,5 8,7 5,1 0,5 200,0
I1-14 (40 A) 48 15,3 NP 45,0 93,9 31,9 NP 13,9 7,2 3.8 03 259,0

Valores normais sao mostrados no topo entre parénteses. RCB, nimero de células vermelhas; Hgb, concentragdo de hemoglobina; HbF, nimero de hemoglobinas
fetais; Hct, hematdcrito; MCV, volume corpuscular médio; MCH, média corpuscular da hemoglobina; Ret, nlimero de reticuldcitos; RDW, largura da distribuicao
das células vermelhas; WBC, numero de leucécitos; Neut, nimero de neutréfilos; Eo, nimero de eosinéfilos; Plt, nimero de plaquetas.
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Tabela 8. Caracteristicas morfologicas da medula dssea e sangue periférico dos homens doentes

Paciente Quadro
(idade do Clinico Sangue Periférico Bidpsia de Medula Ossea Cariétipo
diagnostico)
Moderada hipercelularidade nas 3 linhagens hematopoéticas. Moderada redugao
1I-5 . Anisocitose, macrocitose, hemacias fragmentadas, da relagdo entre Granulécito/Eritrocito. Retardo da maturag@o granulocitica e
Anemia , . . ot , . o 46, XY
(38a) neutrofilos pseudo Pelger-Hiiet eritroblastica. Moderado ntimero de micromegacariocitos.
Neutrofilos pseudo Pelger-Hiiet
-7 Anemia Anisocitose, macrocitose, hemacias fragmentadas Hipocelularidade com numero normql, d_e megacariocitos e Naio realizado
(20a) alguns micromegacariocitos
1.8 Anisocitose, macrocitose, poiquilocitose,
('3 8a) Anemia hemacias fragmentadas, neutro6filos pseudo Nao realizado Nao realizado
Pelger-Hiiet
M1-6 Anemia e Anisocitose, macrocitose, poiquilocitose, Moderada hipocelularidade com multinucleagdo e cariorequice nuclear nos
(12a) esplenomegal hemacias fragmentadas, neutr6filos pseudo eritroblastos. Moderado niimero de micromegacariocitos. Neutrofilos pseudo 46, XY
ia (4cm) Pelger-Hiiet Pelger-Hiiet. Nao foram observados sideroblastos em anel
Anisocitose, macrocitose, poiquilocitose, células Moderada hipocelularidade com multinucleagdo e cariorequice nuclear nos
I11-10 . , . , " s
(20a) Anemia vermelhas fragmentadas, neutréfilos pseudo eritroblastos. Moderado nimero de micromegacariocitos. 46, XY
Pelger-Hiiet Neutrofilos pseudo Pelger-Hiiet. Ndo foram observados sideroblastos em anel
Anemia e . . L Normocelularidade com moderada redugdo na relagdo Granulocito/Eritrocito.
111-12 . . Anisocitose, macrocitose, poiquilocitose, ~ , .
cardiopatia - R .. Maturagao preservada e moderado numero de megacariocitos, 46, XY
(2a) o hemécias fragmentadas, neutr6filos pseudo Pelger-Hiiet . .
congénita com alguns micromegacaridcitos
L . Lo Moderada hipocelularidade com multinucleagao e cariorequice nuclear nos
I11-16 . Anisocitose, macrocitose, poiquilocitose, . , . S Ag
(4a) Anemia e oo, ST el Tl eritroblastos. Moderado niimero de micromegacariocitos. 46, XY
? Neutréfilos pseudo Pelger-Hiiet. Nao foram observados sideroblastos em anel
Lo . L Moderada hipocelularidade com multinucleagdo e cariorequice nuclear nos
111-17 . Anisocitose, macrocitose, poiquilocitose, . , . -
Anemia L. , . eritroblastos. Moderado nimero de micromegacariocitos. 46, XY
(17y) hemAcias fragmentadas, neutrofilos pseudo Pelger-Hiiet

Neutrofilos pseudo Pelger-Hiiet. Nao foram observados sideroblastos em anel
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3. Analise Molecular
3.1. Extracio do DNA genémico total do sangue e medula 6ssea

A extragdo de DNA gendmico total, das amostras de sangue periférico e medula 6ssea dos
pacientes e controles foi realizada com a utilizagdo do GFX™ Genomic Blood DNA Purification
Kit (Amersham Biosciences Corp, Piscataway, USA) conforme especifica¢des do fabricante.

A integridade e qualidade das amostras de DNA total foram verificadas por eletroforese
em gel de agarose a 0,7% corado com brometo de etideo e visualizado em transiluminador de luz

ultravioleta.

3.2. Extracao do RNA total

O RNA total das amostras de sangue periférico e medula 6ssea dos pacientes e controles
foi extraido utilizando-se o reagente Trizol® (GibcoBRL Life Technologies, New York, USA),
solu¢do monofasica de fenol e guanidina isoticianato, como segue:

Cinco mililitros de sangue foram coletados em tubo pléstico contendo heparina. O sangue
foi transferido para um tubo Falcon de 15ml e centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos a 4°C.
Em seguida o plasma foi removido com o auxilio de uma pipeta Pasteur, o volume celular foi
estimado e adicionou-se 5x do volume celular de tampao de lise (40 ml de Cloreto de Amdnio
mais 10ml de Cloreto de Bicarbonato). O conteudo do tubo Falcon foi incubado em gelo por 30
minutos, sendo agitado a cada 3 minutos. Em seguida, foi centrifugado a 3.000 rpm por 15
minutos em centrifuga refrigerada a 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foram
acrescentados 1000 pL de Trizol®. A amostra foi homogeneizada através de varias pipetagens
até tornar-se bastante fluida e a solucdo foi transferida para um microtubo esterilizado de 1,5 ml.

A solugdo de células com Trizol® foi estocada ou incubada por 5 minutos a temperatura

ambiente. Acrescentou-se 200 pL de cloroférmio e o microtubo foi agitado vigorosamente. A
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seguir a solucdo foi e incubada por 3 minutos a temperatura ambiente, sendo em seguida
centrifugada por 15 minutos a 13.500 rpm a 4°C. A fase aquosa, onde fica 0 RNA, foi recuperada
e transferida para um novo tubo de microcentrifuga acrescentando-se 500 pL de isopropanol. A
solucao foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente e centrifugada a 13.500 rpm por 10
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e foram acrescentados 1000 pL de etanol 75% ao
RNA precipitado. Novamente a amostra foi centrifugada a 11.500 rpm por 5 minutos a 4°C e o
sobrenadante descartado.

As amostras foram deixadas 5 minutos a temperatura ambiente para a total evaporagdo do
etanol e em seguida, foram ressuspendidas em agua com dietilpirocarbonato (DEPC) e incubadas
por 10 minutos a 55°C. As amostras de RNA foram estocadas a -80°C.

A quantificacdo do RNA foi realizada através da leitura de densidade Optica em
espectrofotometro nos comprimentos de onda de 260nm e 280nm e a sua integridade foi

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

3.3. Transcricao do mRNA em cDNA

As amostras de RNA extraidas como descrito anteriormente, foram submetidas a sintese
de DNA complementar (cDNA) utilizando-se o kit Superscript III RT™ (Invitrogen, Life
Technologies, Rockville, USA). Apoés leitura e quantificagdo no espectrofotdmetro NanoDrop
ND-1000 (NanoDrop Technologies, Inc, Wilmington, USA), cerca de 2,5 pg RNA foram
tratados com DNase I (Invitrogen, Life Technologies, Rockville, USA), para a remocdo de
qualquer contaminante de DNA, adicionando-se 1,0 uL de 1U/uL. DNase I, 1,0 pL. de 10X
DNAse I reaction buffer (200mM Tris-HCI, 20mM MgCl,, 500mM KCl,) e 4gua suficiente para
um volume final de 10,0 uL de reagdo. A reacgdo foi realizada por 15 min a temperatura ambiente

e paralisada com 1,0 uL de 25mM EDTA, incubando-se por 10 min a 65°C.
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Para a sintese do cDNA foram adicionados 1,0 pL de oligodT e 1,0 pL de
desoxinucleotideo trifosfato (AINTP’s). As amostras foram incubadas por 5 min a 65°C, seguidos
por 1 min a 4°C. A cada amostra, adicionaram-se 10,0 uL da seguinte mistura de reagdo: 2 pL de
10x RT buffer, 4,0 uL de 25mM MgCl,, 2,0ul de 0,IM DTT, 1,0ul de 40U/ul RNaseOUT™ ¢
1,0ul de 200U/ul Superscript III RT™. A reagdo ocorreu por 50 min a 50°C, seguindo-se de 5
min a 85°C. A seguir, acrescentaram-se as amostras 1,0 ul de 2U/ul E. coli RNase H por 20min a
37°C.

A quantificagdo dos cDNA foi realizada no espectrofotometro NanoDrop ND-1000

(NanoDrop Technologies, Inc, Wilmington, USA).

3.4. Desenho dos oligonucleotideos

Os oligonucleotideos utilizados para a amplificagao de 5 dos 6 éxons pertencentes ao gene
GATAI e para amplificar o mRNA do GATA-1 e do GATA-1s foram sintetizados de acordo com
seqliéncias previamente descritas (Nichols, Crispino et al., 2000; Rainis, Bercovich et al., 2003)
(Tabela 9, Tabela 10, Tabela 11).

Os oligonucleotideos utilizados nas reagdes da qRT-PCR foram desenhados com o uso do
programa Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, USA) e analisados no programa
GeneRunner (Hastings Software) e Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para verificar as
suas especificidades.

Os oligonucleotideos foram eluidos em agua, para obter a concentragdo final de 100 uM,

em capela de fluxo laminar esterilizada. A seguir, foram quantificados em espectrofotometro.
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A seqiiéncia em bases desidrogenadas da regido 5 para a 3" de cada um dos
oligonucleotideos utilizados para quantificar a expressao dos genes GATAI, GATAIs e dos genes

constitutivos f-actina e GAPDH foram descritos conforme Tabela 12.

Tabela 9. Oligonucleotideos utilizados para amplificar 5 dos 6 éxons do gene GATA1

Tamanho
dos
fragmentos
amplificado

Exon Oligonucleotideos

E2F, 5'-GGGAAAGGAGGAAGAGGAG-3’
2 365 pb
E2R, 5'-CCAACAGCACTCAGCCAATG-3’

E3F, 5'-GAACTTGGCCACCATGTTGG-3’,
3 563 pb
E3R, 5'-~AGCTAGGCTCAGCTCAGCTTTAC-3’

E4F, 5'-GAGGTGGGAGGGGTGGCCCAAAG-3’

) E4R, 5-GGGCAGGAGTTCTCATGCAGG-3’ 460 pb

5F, 5"-GGCATCACCCTGTAAACAAAGCC-3’
5 305 pb
5R, 5'-GAAGACAGGGAAAGCAGAGG-3’

6F, 5-GTGTCCCTGGTTGACACAGAG-3’
6 493 pb
HGIR, 5-GGCTACAAGAGGAGAAGGAC-3’

Tabela 10. Oligonucleotideos utilizados na amplificacio do mRNA para GATA-1

Tamanho do
RNA Oligonucleotideos fragmento
amplificado

GATAEXI1F: 5'-ACACTGAGCTTGCCACATC-3’
GATA-1 400pb

GATAEX3R: 5'-CTCAGTTGAGGCAGGGTAGAG-3’




Materiais e Métodos 49

Tabela 11. Oligonucleotideos utilizados na amplificacio do mRNA para GATA-1s

Tamanho do
RNA Oligonucleotideos fragmento
amplificado

GATAEXI1F: 5'-ACACTGAGCTTGCCACATC-3’
GATA-1s 172pb
GATAEX3R: 5'-CTCAGTTGAGGCAGGGTAGAG-3’

Tabela 12. Oligonucleotideos utilizados para PCR em tempo real

Temperatura  Tamanho do
de fragmento
anelamento amplificado

Concentracao

Gene Seqiiéncia de Oligonucleotideos (nM)

F -5 AGGCCAACCGCGAGAAG 3’
BAC 150 nM 82°C 79 pb
R -5 ACAGCCTGGATAGCAACGTACA 3’

F -5 GCACCGTCAAGGCTGAGAAC 3’
GAPDH 300 nM 81°C 89 pb
R -5 CCACTTGATTTTGGAGGGATCT 3’

F -5 CTACTACAGGGACGCTGAGG 3’
GATAI 150 nM 84.5°C 124 pb
R -5 CCCCGTCTTGCCGTAGG 3’

F -5 CCAGCCCAGTCTTTCAGGTG 3’
GATAIs 150 nM 84°C 95 pb
R -5 CCCCGTCTTGCCGTAGG 3’

3.5. Reacoes em cadeia da polimerase (PCR) para a amplificacdo dos éxons pertencentes ao
gene GATAI e do mRNA para GATA-1 e GATA-1s.

As reagdes de PCR para a amplificagdo dos éxons pertencentes ao gene GATAI (Nichols,
Crispino et al., 2000), foram realizadas em termociclador automatico (Perkin Elmer Cetus,
Norwalk, CT) e padronizadas em 50,0 ul contendo 0,6 ul de cada oligonucleotideo (10 pMol),

1,0 ul de dNTPs (1,25 mM), 5,0 ul de Tampao 10X, 2,0 pul de MgCl, (50uM), 1,0 pl a 3,0 pl de
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DNA (1pg/pL), 0,3 pl de Taq DNA polimerase (5 U/ul) e H,O suficiente para 50 uL. Os ciclos
utilizados foram os seguintes: 96°C por 2 min; seguidos de 35 ciclos de 96°C por 30 seg; 63°C
por 30 seg; 72°C por 1 min; com uma extensao final de 72°C por 7 min.

O produto de PCR foi analisado em gel de agarose 1,5 % corado com brometo de etideo e
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta.

Para deteccio dos dois mRNAs (GATA-1 ou GATA-1s) ou apenas do mRNA
(GATA-1s), utilizamos a técnica de RT-PCR, descrita por Rainis e colaboradores (Rainis,
Bercovich et al., 2003).

O produto do PCR foi analisado em gel de agarose 1,5 % corado com brometo de etideo e
visualizado em transiluminador de luz ultravioleta. Como controle positivo para a reacao foi
utilizada uma amostra de cDNA da linhagem celular de K562, que expressa as duas isoformas da
proteina, portanto possui os dois RNAm e para o controle negativo desta reacao foi feita uma
reacao de PCR sem adi¢ao de cDNA.

Para confirmar se os fragmentos amplificados pertenciam realmente aos mRNA GATA-1
e GATA-1s os fragmentos foram cortados do gel purificados com o kit GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences, Piscataway, USA) e posteriormente

seqlienciados.

3.6. Purificacdo do fragmento de DNA e dos fragmentos do mRNA correspondentes ao
GATA-1 e GATA-1s

Utilizando um bisturi novo esterilizado, a banda purificada foi cortada do gel de agarose
1,5%, e colocada dentro de um microtubo de 1,5 ml. Ao microtubo foram adicionados
30 uL de Capture buffer. O microtubo foi agitado no vortex e incubado a 60°C por 15 minutos,

sendo agitado a cada 3 minutos até a completa dissolu¢do do gel, formando uma solugao.
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A solugio foi transferida para a coluna GFX™ acoplada a um novo microtubo e
centrifugada a 13.400 rpm por 30 segundos. O material que passou pela coluna e que se encontra
no microtubo foi descartado e a coluna novamente acoplada adicionou-se 500 uL de Wash buffer
(10mM Tris-HCI pH=8.0, ImM EDTA, 80% de Etanol absoluto) e centrifugou-se a 13.400 rpm
por 30 segundos.

A coluna foi acoplada em um novo microtubo limpo e esterilizado. A coluna foi
adicionado 50 pL de Elution buffer (10mM Tris-HCl pH=8.0, TE pH=8.0 ou agua Mili-Q)
diretamente no topo da matriz de fibra de vidro da coluna GFX™. O Elution buffer na coluna foi
incubado por 1 minuto a temperatura ambiente em seguida a coluna acoplada ao microtubo foi

centrifugada a 13.400 rpm por 1 minuto.

3.7. Reacoes de seqiiénciamento

As reagdes para o seqiiénciamento dos éxons pertencentes ao gene GATAI e para os
fragmentos pertencentes a0 mRNA do GATA-1 e GATA-1s foram realizadas em 10 pl de reagao
final utilizando 1 pL de Big Dye terminator (Applied biosystems, Foster City, USA), 5 pmol de
primer e 40 ng do produto do PCR, seguindo as instru¢des do fabricante.

Os ciclos utilizados foram os seguintes: 95°C por 30 seg; seguidos de 49 ciclos de 57°C
por 25 seg; 60°C por 4 min; e incubados a 4°C.

As reagdes foram purificadas através da adicdo de 2pul. de Acetato de Amoénio 7,5M e
50uL de Etanol 100%. As amostras foram incubadas na auséncia de luz por 20 minutos,
centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos e lavadas com Etanol 70%. As amostras foram
ressuspendidas em 2ul de tampao de corrida (Formamida deionizada pH=7,0 5x para 25mM de
EDTA/Bluedextran 50mg/ml 1x) e levadas a seqiiénciamento no seqiienciador ABI-PRISM 377

(Applied Biosystems).
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O resultado do seqliénciamento foi comparado com as seqiiéncias depositadas no

Genebank com o auxilio do programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

3.8. Quantificacao da expressao dos genes GATAI e GATAIs

A reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (QRT-PCR) representa um
grande avango nos métodos moleculares de auxilio diagnoéstico, ja que facilita a quantificagdo da
expressao génica em determinado tecido ou amostra biologica.

Para quantificar a expressdo de um determinado gene, o método, utiliza um sistema

fluorescente em plataforma, capaz de detectar a luz oriunda da reacdo de amplificacdo.

3.8.1. Eficiéncia da reacao qRT-PCR.

Utilizando a concentracdo ideal de cada iniciador foi determinada entdo a eficiéncia da
reacdo qRT-PCR. Para tanto foram feitas reacdes com cinco quantidades conhecidas de amostras,
em escala logaritmica: 2x10°ng; 2x10%°ng; 2x10'ng; 2x10'°ng; 2x10°ng. Além disso, foi feita
também uma reac¢do contendo quantidade intermedidria de amostra, 120ng, perfazendo um total
de seis reagoes.

Durante a fase exponencial das curvas de fluorescéncia, um coeficiente de inclinagdo da
reta (Slope) foi tragado. A eficiéncia da reacdo foi calculada pela formula: Eff=10C"sope-!
(PFAFFL, 2001), dado pelo programa GeneAmp® 5700 SDS (Applied Biosystems, Foster City,
USA).

Assim, para que a qRT-PCR seja confidvel e reprodutiva sdo necessarias que as
amplificagdes apresentem 95-100% de eficiéncia de amplificacdo (coeficiente de correlagao de
Pearson ou R2, onde r deve ser >0,95, o qual ¢ a reflexdo da eficiéncia da amplificacdo da

qRT-PCR), a cada ciclo em duplicata e inclinagdo da reta ou Slope entre -3,1 e 3,6.
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Os resultados foram utilizados para constru¢do de uma curva de diluigdo, apresentando os

numeros de ciclos, onde foi determinado o CT versus a quantidade das amostras em duplicata.

3.8.2. qRT-PCR

A deteccdo de amplificacdo em tempo real foi realizada no equipamento ABI 5700
Sequence Detection System® (Applied Biosystems Foster City, CA, USA) utilizando o reagente
SYBR® Green PCR Master Mix (Invitrogen, Life Technologies, Rockville, USA), que contém o
corante SYBR® Green, dNTPs, MgCl,, Tampao e Taq Ampli-Gold. Tendo sido feitas as devidas
padronizagdes, as reagdes realizadas continham 12,5 uL do reagente SYBR® Green PCR Master
Mix, 2 ng de amostra de cDNA da medula 6ssea do paciente II1-16, 2 ng de amostra de cDNA de
K562, e 2 ng de um pool de medula 6sseas de controles normais € a concentracao ideal de cada
iniciador determinada anteriormente, perfazendo um volume final de 25ul.

Em todas as reacdes, foram feitos controles negativos, contendo agua esterilizada em
substituicdo as amostras. As reagdes foram preparadas em placas de 96 pocos (Sorenson,
BioScience Inc, USA) com tampas plasticas que permitem a passagem de luz. Os ciclos
utilizados foram os seguintes 95°C por 10 min seguidos de 45 ciclos de 95°C por 15 seg; 60°C
por 1 minuto e estocagem a 4°C.

Para certificagdo de que a fluorescéncia emitida ndo foi gerada por amplificagdo
inespecifica dos oligonucleotideos, foi feita a andlise da curva de dissociacdo gerada pelo
programa do aparelho. Esta curva baseia-se na temperatura de anelamento (TM) especifico de
cada produto amplificado ou temperatura de dissociag¢do, que ¢ determinada pela sua composi¢ao
de nucleotideos. A cada variagdo da temperatura, que acontece entre 60°C a 95°C, logo apds o
término da PCR, sdo coletados dados de fluorescéncia. A curva de dissociagdo ocorre quando em

determinada temperatura, o produto da PCR separa as fitas de DNA e ocorre a queda de
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fluorescéncia gerada pelo fluoréforo SYBR® Green, ja que o mesmo intercala somente na dupla
fita.

Vale comentar que todos os passos descritos acima foram seguidos levando em
consideracdo as recomendacdes citadas no User Bulletin da Applied Biosystems (Foster City,

USA).

3.8.3. Quantificaciao e normalizacao das amostras pelo método geNorm version 3.4

A expressdo dos genes de interesse foi quantificada e normalizada com relagdo a dois
genes controles ou calibradores (S-ACTINA e GAPDH). Estes sdo genes cuja expressdo ¢ dita
constitutiva, ou seja, apresentam pouca variacao entre diversas condigoes.

Para tanto, apos a exportacdo dos valores dos CTs obtidos, para uma planilha Excel
(Microsoft Corporation, USA), foi calculada a média aritmética do CT das duplicatas. A seguir

ACT

foi obtida a quantidade de expressao (Q), por meio da formula Q = E™ ', onde E = eficiéncia de

rea¢do e ACT= menor CT observado — CT de cada amostra. Desta forma, a expressdao génica foi
relacionada a amostra que apresentou maior expressao (menor CT observado).

Os valores Q dos genes calibradores de cada amostra foram submetidos ao método
geNorm (Program geNorm version 3.4) (Vandesompele, De Paepe er al., 2002; Vandesompele,
De Preter et al., 2002), que calcula a média geométrica entre eles, valor este denominado fator de
normalizagdo da amostra. A expressao normalizada de um dado gene de interesse em uma
determinada amostra foi dada pela razao entre o valor Q do gene de interesse da amostra e o fator

de normalizacdo da mesma.
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4. Imunohistoquimica

O anticorpo GATA-1 (N6), utilizado para detectar uma regido da proteina GATA-1 que
compreende o dominio de transativacdo N-terminal (Wechsler, Greene er al., 2002) ¢ um
anticorpo monoclonal de rato. Por outro lado, o anticorpo GATA-1 (C-20) é um anticorpo
policlonal de cabra utilizado para mapear a regido da proteina GATA-1 que compreende o dedo
de zinco C-terminal (Wechsler, Greene et al., 2002).

Fragmentos de medula 6ssea inseridos em parafina de cinco controles e dos pacientes
I1-5, III-6, III-10, II1-16 e 11I-17 (Figura 15) foram cortados em micrétomo para a obtencao de
cortes histologicos de 12 micra, que foram fixados em laminas de vidro.

Em seguida foi feita a titulagdo dos anticorpos para encontrar a melhor diluicdo de
trabalho. A diluicdo de trabalho ¢ aquela onde ndo aparega coloracdo de fundo nas amostras
teciduais e onde somente o nucleo e uma pequena quantidade de citoplasma dos precursores

eritroides e megacariociticos apareca corada.

4.1. Titulacao dos anticorpos GATA-1 C-20 e N-6
Tomando-se como base os cinco controles, foram feitas cinco diluigdes dos anticorpos
1:20, 1:100, 1:200, 1:600, 1:800. A melhor dilui¢do encontrada para o anticorpo GATA-1 (C-20)

foi de 1:600 e para o anticorpo GATA-1 (N-6) foi 1:20.

4.2. Reacao de Imunohistoquimica
4.2.1. Preparo das laminas

As laminas para microscopia, que posteriormente foram utilizadas para a fixacdo dos
cortes histologicos de medula 6ssea, foram mergulhadas em uma solugdo de extran 0,5% diluido

em agua por 30 minutos. Em seguida, as ldminas foram lavadas em 4dgua corrente por no minimo
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2 horas até a completa remog¢ado do detergente. As ldminas foram entdo lavadas em agua destilada
varias vezes, mergulhadas em um solu¢do de HCI 2N por 5 minutos, lavadas em 4gua destilada
por 1 minuto e lavadas numa solu¢do de HCI 1% diluido em etanol 70% por 5 minutos. As
laminas foram novamente lavadas em agua destilada e seca em estufa a 70°C. Depois de secas as
laminas foram guardadas em caixas limpas para evitar contaminagdo por poeira ou foram
submetidas a silanizagao.

Foram preparadas 3 cubas de vidro com tampa na capela, uma contendo acetona PA (cuba
1), outra contendo uma solu¢do APTS 4% (Silano — Sigma-Aldrich, Chicago, USA) diluido em
acetona PA (cuba 2) e a terceira cuba contendo acetona PA, para serem utilizadas na silanizagao
das laminas.

As laminas foram primeiramente mergulhadas na cuba 1 por 2 minutos, em seguida,
depois de retirado o excesso de acetona para ndo diluir a solu¢do de APTS, as laminas foram
imersas na segunda cuba por 2 minutos, depois de retirado o excesso elas foram imersas na cuba
3 por 4 vezes. Depois de retirado o excesso de acetona elas foram secas em estufa a 60°C,

esfriadas e guardadas em caixas de papel até a sua utilizagao.

4.2.2. Reacao de Rotina de Imunoperoxidase.
Oito cubas de vidro contendo solucdes diferentes foram preparadas como segue e
colocadas uma ao lado da outra dentro da capela, para a desparafinizacdo dos cortes histologicos,.
Cuba 1: Solugao de Xilol P.A. aquecida por 30 minutos a 110°C.
Cuba 2: Solucdo de Xilol P.A. a temperatura ambiente.
Cuba 3: Solucdo de Xilol P.A. a temperatura ambiente.
Cuba 4: Solucdo de Etanol Absoluto a temperatura ambiente.

Cuba 5: Solucdo de Etanol Absoluto a temperatura ambiente.
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Cuba 6: Solucdo de Etanol Absoluto a temperatura ambiente.

Cuba 7: Solucdo de Etanol 80% a temperatura ambiente.

Cuba 8: Solucdo de Etanol 50% a temperatura ambiente.

As laminas foram colocadas em uma grade vazada, que cabe dentro da cuba de vidro e
permite o contato do material com a solugdo. As laminas foram submersas por 5 vezes dentro de
cada cuba na seqiiéncia descrita acima. Terminada a tltima cuba as laminas foram lavadas em
agua corrente por 5 minutos.

Em seguida as laminas foram submersas em uma cuba de vidro contendo uma solucao de
H,0, a 10% por 3 minutos. Essa etapa do processo foi realizada por 3 vezes, sendo que a cada 3
minutos a solucdo era desprezada e uma nova solugdo era colocada dentro da cuba. Esta etapa do
processo tem a finalidade de bloquear a peroxidase endogena para que ndo ocorra uma reagao
cruzada entre o anticorpo e possiveis epitopos que ndo sdo os epitopos de interesse a serem
analisados.

Terminada esta etapa do processo as laminas foram lavadas em &gua corrente por 5
minutos e passadas em agua destilada.

Em seguida foi realizada a recuperagdo antigénica. As laminas foram mergulhadas em
uma cuba contendo tampao Citrato 10mM pH=6.0 e deixadas em uma panela de vapor por 30
minutos. As laminas em seguida, foram esfriadas por 20 minutos e lavadas em agua corrente.

As laminas foram entdo mergulhadas em solucao de PBS (1,38g de NaH,PO,H,0; 6,96 gr
de K;HPOy; 7,2 gr de NaCl; H>O q.s.p 1000 ml acertar o pH=7,4 e estocar) com 1% de tripsina
por 30 minutos, e receberam 150 pl dos anticorpos primarios GATA-1 (C-20) e GATA-1 (N-6).
Foram incubadas em camara imida por 30 minutos a 37°C ou colocadas na geladeira overnight a
4°C. Apos a incubagdo as laminas com o anticorpo primario GATA-1 (C-20) foram lavadas em

trés etapas sob agitagdo continua em tampao PBS, com duragdo de 5 minutos para cada etapa. As
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laminas foram secas com papel de filtro e em seguida submetidas ao processo de colora¢do com o
sistema DakoCytomation LSAB+System (Dako Corporation, Carpinteria, USA).

As laminas contendo o anticorpo primario GATA-1 (N-6) foram lavadas em trés etapas
sob agitacdo continua em tampao PBS, com duracdo de 5 minutos para cada etapa, o excesso de
tampao foi retirado com papel de filtro e o anticorpo secundario Anti-Rato-HRP diluido 1:100 foi
espalhado em cima da ladmina que foram entdo colocadas em camara imida por 45 minutos a
37°C e, em seguida, lavadas com tampao PBS e tampao TBS (solucdo estoque 1: 6,06 gr de Tris-
HCI; 1,39 gr de Tris Base; H,O g.s.p 100 ml; acertar o pH=7,6. soluc¢ao estoque 2: 0,89 gr de
NaCl; H,O g.s.p 100 ml. Diluir 1 parte da Solucao Estoque 1 em 9 partes da Solucdo Estoque 2).
Em seguida as laminas foram coradas pelo sistema Dako Cytomation StreptABComplex/HRP
(Dako Corporation, Carpinteria, USA).

Apoés a secagem das laminas com papel de filtro elas foram submetidas aos sistemas
DakoCytomation LSAB+System (Dako Corporation, Carpinteria, USA) para a deteccdo do
anticorpo GATA-1 (C-20) e StreptABComplex/HRP (Dako Corporation, Carpinteria, USA) para
a detec¢do do anticorpo GATA-1 (N-6) seguindo as instru¢des do fabricante.

As laminas foram incubadas por 30 minutos em camara umida a 37°C, em seguida o
excesso dos reagentes foi escorrido e as laminas foram colocadas em tampao PBS pré-aquecido a
37°C. Apds algumas lavagens o tampao PBS foi descartado e as ldminas foram submersas numa
solucdo de DAB (60 mg de DAB; 100 ml de PBS; 1500 pl de 10% H,0,, 1 ml de DMSO) por 5
minutos a 37°C, as laminas foram lavadas em 4agua corrente e dgua destilada para retirar o
excesso de DAB e em seguidas contra coradas com Hematoxilina de Mayer por 30 segundos. As
laminas foram novamente lavadas e passadas por alguns segundos em 4gua amoniacal, foram

passadas em dgua corrente, desidratadas, montadas e fixadas para visualizacao.
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As moléculas de anticorpo ndo podem ser vistas no microscopio Optico sob condigdes
normais. Elas s6 poderdo ser visualizadas se forem submetidas a algum tipo de marcagdo ou
coloragao.

O sistema Dako Cytomation LSAB+ System (Dako Corporation, Carpinteria, USA), que
foi utilizado para a marcacdo do anticorpo GATA-1 (C20), explora a alta afinidade de ligacdo
entre a estreptoavidina e a avidina. A biotina liga-se quimicamente ao anticorpo primario
GATA-1 (C-20) que esta ligado ao epitopo da regido dedo de zinco C-terminal, produzindo um
conjugado bioatinilado. Subseqlientemente, a estreptoavidina, quimicamente conjugada a
peroxidase, ¢ adicionada ligando-se ao conjugado bioatinilado. A peroxidase reage entdo com o
DAB (diaminobenzidina) que serd posteriormente introduzido, produzindo no local do epitopo
uma coloragdo amarronzada.

O sistema StreptABC/HRP (Dako Corporation, Carpinteria, USA) utilizado para a
marcagdo do anticorpo GATA-1 (N6) tem como reagentes a estreptoavidina e a peroxidase. A
estreptoavidina ligada a peroxidase reage contra o anticorpo secundario que esta ligado ao
anticorpo primdrio e este por sua vez ligado ao epitopo. Quando a peroxidase reage com o DAB

ocorre a formag¢ado de um granulado marrom no local que esté localizado o epitopo.

5. Andlise da unidade formadora de colonia granulocitica-monocitica (CFU-GM)

Para medir o numerod de colonias CFU-GM da medula 6ssea do paciente III-16, foram
separadas, as células mononucleares, a partir de 3ml de um aspirado de medula déssea por
centrifugacdo a 400 g em um gradiente de concentracdo em Ficoll Hypaque (densidade
1,077g/ml; Pharmacia Biotech, Piscataway, USA).

As células mononucleares da interface foram lavadas trés vezes com RPMI-1640

(Sigma-Aldrich, Chicago, USA-Aldrich, Chicago, USA) e contadas para a formagdo autonoma.
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Uma anédlise, com a suspensao celular mononuclear foi preparada em 2 ml de cultura em agar em
placas de Petri de 35 mm utilizando 5x10° células/cultura. O meio utilizado foi o Iscove’s
Modified Dulbecco’s Médium (IMDM - Sigma-Aldrich, Chicago, USA-Aldrich, Chicago, USA)
contendo 20% de soro fetal bovino e 0,6% de agar.

As placas foram incubadas a 37°C em 5% de CO, e umidade de 100%. As coldnias foram
contadas apds 14 dias em um microscopio para dissecacdo utilizando aumento de 35x

(Robb, Lyons et al., 1995).

6. Crescimento e diferenciacao de progenitores eritréides do sangue periférico (BFU-E) em
eritropoetina

Para medir o nimero de colonias BFU-E da medula dssea do paciente I1I-16 e do controle
II-14, foram colhidos 20 ml de sangue periférico em heparina. Em seguida o sangue foi
centrifugado em um gradiente de Ficoll Hypaque (Pharmacia Biotech, Piscataway, USA) a 20°C
por 30 minutos a 1500 rpm. As células da interface entre o Ficcoll e o plasma foram coletadas e
lavadas trés vezes em IMDM (Sigma-Aldrich, Chicago, USA-Aldrich, Chicago, USA) 1x
concentrado e ressuspendidas a uma concentragdo de 5 x 10° células/ placa.

A seguir foram adicionados os volumes apropriados de células ao meio mais agar (Bacto-
agar, Difco, USA), o qual consiste de: 30% de meio IMDM 2x concentrado, 20% de soro fetal
bovino (SFB) 50% de agar (0,6 %).

As células ressuspendidas foram distribuidas em volumes de 2 ml em cada placa de Petri
(35mm, Corning, USA), a qual ja continha o estimulo apropriado (meio condicionado de células
5637/365 U e Eritropoetina (Epo) recombinante humana em diferentes concentracdes que
variaram de 1 a 5 U, Cilag). Para o estudo da autoproliferagdo, concomitantemente crescemos

duplicatas sem a adi¢do de estimulo em placa de cultura. O contetido foi distribuido por toda a
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superficie da placa e deixou-se gelificar. As culturas foram incubadas por 14 dias a 37°C em
presenga de 5% de CO..
Apds 14 dias contou-se o niumero de colonias em microscopio de disseccdo com aumento

de 40x (Croizat, Billett et al., 1990; Robb, Lyons et al., 1995).

7. Analise dos fatores de coagulacao plasmatica

Aproximadamente 25 ml de sangue periférico foram coletados em um uma seringa e
colocados em tubo falcon de 15 ml contendo 3,2% (peso/volume) de citrato de sddio
(anticoagulante sangiiineo, razao 9:1). O sangue foi centrifugado em temperatura ambiente, por
10 minutos a 800g obtendo-se desta maneira o plasma rico em plaquetas (PRP). O plasma pobre
em plaqueta (PPP) foi recolhido a partir de outro tubo contendo o sangue periférico centrifugado
por 15 minutos a 1500g em temperatura ambiente.

O plasma humano derivado do sangue anticoagulado com citrato foram submetidos aos
testes de: coagulagdo (tempo de protrombina (TP), tempo de tromboplastina parcialmente ativada
(TTPA), tempo de trombina (TT) e ao teste dos fatores de coagulagdo parcialmente ativados VIII,
IX, XI, XII de acordo com procedimentos de rotina previamente estabelecidos utilizando-se o
rotor de coagulagdo analisador Thrombolyzer Rack (Organon Teknika).

O fator antigénico circulante de von Willebrand (vVWF:Ag) foi medido pelo ensaio de
imunoabsorb¢do de ELISA, utilizando um anti-soro comercial de coelho contra o vVWF humano
(Dako) e o anti-soro policlonal anti-fator von Willebrand conjugado com peroxidase

(Dako polyclonal P226) (Budde, Drewke et al., 2002).
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8. Anadlise das glicoproteinas de membrana plaquetaria

A técnica de citometria de fluxo consiste no reconhecimento de proteinas in situ com um
anticorpo marcado com um fluorocromo, comumente ficoeritrina (PE) ou fluoresceina
isotiocinato (FITC). Este fluorocromo ao ser estimulado por um feixe de laser emite um féton
que ¢ captado por sensores do aparelho. O citdmetro de fluxo faz andlises tanto qualitativas
(quanto certo produto ¢ expresso por célula) como quantitativas (quantas células expressam esse
produto) da mesma amostra (Koschmieder, Rosenbauer et al., 2005).

Dois homens (II-8 e III-16) portadores de anemia, uma mulher (II-13) e um homem (II-
14) normais tiveram as glicoproteinas plaquetarias analisadas, utilizando anticorpos monoclonais
(mAb) conjugados com ficoeritrina (PE) ou isoticianato de fluoresceina (FITC), contra GPIX
(CD42a-FITC), GPIba (CD42b-PE), GPIIb (CD41-FITC), and GPIlla (CD61-FITC) (Beckman
Coulter Inc), de acordo as instrugcdes do fabricante e de acordo com as técnicas previamente
descritas (Gawaz e Ward, 1991; Gao, Wu et al., 1999; Pedrazzoli, Noris et al., 2000).

Controles negativos foram preparados utilizando IgG1-PE e IgG2a-FITC (Beckman
Coulter Inc) de camundongo. Os controles negativos foram preparados utilizando PRP (plasma
rico em plaquetas) de camundongo que foi ajustado para 50x10° plaquetas/L e fixados com 0,2%
de paraformaldeido por 10 minutos a temperatura ambiente. As plaquetas foram entdo lavadas
com o tampao de fosfato e salina (PBS) contendo 3,0 mM de EDTA e 5% (peso/volume) de soro
de albumina bovino (Sigma-Aldrich, Chicago, USA), ressuspendido em 45 pul PBS-BSA sendo
incubados por 20 minutos a temperatura ambiente com 10 pl de uma solugdo de trabalho de cada
mAb. Apdés uma lavagem adicional, as células foram ressuspendidas em 300 ul de PBS-BSA e
foram analisadas no citdmetro FACs scalibur (Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA).

O sangue periférico dos pacientes e controles foi coletado em tubo Falcon contendo 3,2%

de citrato de sédio. Em seguida o tubo foi centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos, o
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sobrenadante (plasma rico em plaquetas — PRP) foi separado e o numero de plaquetas foi
estimado no sistema automatizado de contagem de células do sangue Cell Dyn (Abbot
Diagnostics, Illinois, USA). Em um tubo 5 pl do PRP foram adicionados em 200 pL de
paraformaldeido (Sigma-Aldrich, Chicago, USA) a 1% e incubados por 10 minutos a temperatura
ambiente, 2 ml de PBS foram adicionados, o tubo foi novamente centrifugado por 15 minutos a
1800 rpm, o sobrenadante foi desprezado e foram adicionados ao tubo 45 pl de PBS e 5 pl do
anticorpo marcado com FITC. Os tubos foram incubados no escuro a temperatura ambiente por
20 minutos. Em seguida, 2 ml de PBS foram adicionados e os tubos centrifugados por 10 minutos
a 1800 rpm, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 1 ml de PBS, em
seguida o material foi lido no citometro.

As plaquetas foram entdo identificadas com base em seu tamanho e granulosidade, e um
gate eletronico foi desenhado em volta da sombra da plaqueta para excluir residuos de eritrocitos
e c¢lulas brancas. Dez mil eventos de plaqueta foram coletados, e os valores da média da
fluorescéncia expressos em unidades arbitrarias foram gravados. Uma amostra de um individuo
saudavel foi corrida junto com as amostras dos pacientes.

Os anticorpos utilizados foram: IgG2a-FITC/IgG1-PE, CD42a-FITC, CDA42b-PE,

CD41-FITC, CD61-FITC.

9. Andlise da ultraestrutura plaquetaria

A morfologia plaquetaria do paciente (III-16) portador de anemia e de um controle
saudavel pertencente a mesma familia (II-14) foi analisada por microscopia eletronica. Uma
pequena quantidade do PRP foi fixada por quatro horas em uma solucdo fixadora (2,5% de
glutaraldeido e 0,1M de T-cacodilato de S6dio pH=7,2), em seguida o tubo foi centrifugado a

temperatura ambiente por 10 minutos a 800g, formando um precipitado condensado de plaquetas
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no fundo do tubo. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foram adicionados 2% de OsOg4
diluidos em 0,1M de T-cacodilato de sédio a pH 7,2, e desidratados em uma série de gradientes
de etanol. O precipitado foi embebido em resina epéxi e deixado em estufa a temperatura
ambiente para a resina endurecer.

Em seguida foi cortado, corado com acetato de uranila e coberto com citrato e examinado
no microscopio eletronico Zeiss (Oberkochen, Alemanha) (Stenberg, Barrie et al., 1998; Nichols,

Crispino et al., 2000; Freson, Devriendt et al., 2001).
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1. Avaliacao molecular do gene GATAI

Em todos os pacientes avaliados foram feitas amplificagdes de cada um dos éxons
codificantes para a proteina GATA-1 (Figura 7).

Nao foram identificadas mutacdes, em nenhum dos éxons codificantes para a proteina
GATA-1, nos pacientes com SMD adquirida. Entretanto, no paciente III-16 que apresenta um
quadro clinico de SMD hipocelular familial, foi identificada apenas uma muta¢do no ultimo
codon do éxon 2 na posicdo 332G>C (GI:32483408). Em razdo destes achados a andlise
molecular foi conduzida em todos os outros individuos da familia e a mesma mutagdo foi
identificada em cinco pacientes adicionais (II-5, 1I-8, I1I-6, I1I-10, II1-12). Cinco mulheres (I-1,
I1-9, 1I-13, 1II-11) mostraram-se heterozigotas para a mesma posicao ¢ o restante da familia nao
apresentou nenhuma alteragdo genotipica (Figura 8). Os pacientes III-6 e III-10 tiveram o sangue
periférico analisado antes e depois do transplante de medula dssea e verificou que antes do
transplante a mesma mutag@o esta presente. Apds o transplante, como esperado, a mutagdo nao
foi identificada (Figura 9).

De acordo com os gendtipos encontrados foi possivel estabelecer o heredograma (Figura
10) que identifica os pacientes que apresentam a mutacdo, as mulheres heterozigotas clinicamente

normais, os membros genotipicamente normais e aqueles que ndo foram analisados neste estudo.
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Figura 7. Gel de agarose 1,5% para a analise da amplificacdo do éxon 2 (365pb) do gene
GATAI em pacientes com SMD adquirida, em pacientes da familia analisada e nos
controles. 1-Marcador de 100pb; 2-Paciente 1 com SMD adquirida; 3-Paciente 2 com SMD
adquirida; 4-Paciente 16 com SMD adquirida; 5-Paciente familial 11-8; 6-Paciente familial I1I-16;
7- Controle familial I11-13; 8-Controle familia I1-14.
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Figura 8. Eletroferogramas do seqiiénciamento do éxon 2 do gene GATAI.
(A) Representacdo de individuo normal; a seta representa a base normal (G) na posi¢ao 332
(GI:32483408). (B) Representagdo da mulher heterozigdtica pertencente a familia analisada; a
seta representa a base em heterozigose (N) na posicdo 332 (GI:32483408). (C) Representacao do
paciente com anemia € neutropenia; a seta representa a base que foi alterada (C) na posi¢ao 332

(G1:32483408)
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Figura 9. Eletroferogramas do seqiiénciamento do éxon 2 do gene GATAIL. (A)

Eletroferograma do paciente III-6 antes do transplante de medula 6ssea apresentando a mutagao
332 G>C. (B) Eletroferograma do paciente III-6 depois do transplante de medula 6ssea ndo
apresentando a mutacdo 332 G>C. (C) Eletroferograma do paciente III-10 antes do transplante de
medula d6ssea apresentando a mutagdo 332 G>C. (D) Eletroferograma do paciente III-10 depois

do transplante de medula 6ssea nao apresentando a mutagdo 332 G>C.
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Figura 10. Heredograma da familia analisada apdés a genotipagem. Os quadrados
preenchidos representam os homens portadores de anemia e neutropenia com a mutagdo
332G>C. Os circulos semi-prenchidos representam as mulheres heterozigotas sem alteragdo em
seu quadro clinico. Os circulos e quadrados hachurados representam respectivamente as mulheres
e homens que ndo foram avaliados. Os circulos e quadrados ndo preenchidos representam

respectivamente os individuos normais.
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2. Reacio em cadeia polimerase (RT-PCR) para a deteccio do mRNA GATA-1 e GATA-1s

Para verificar se a mutacdo 332G>C originou os mRNAs GATA-1 e GATA-Is, ou as
duas isoformas, o RNA total de todos os pacientes e controles envolvidos no estudo familial
foram extraidos (Figura 11), transcritos para cDNA e submetidos a reacdo de RT-PCR.

O resultado do seqiiénciamento dos fragmentos amplificados e purificados obtidos na
rea¢do de RT-PCR, mostra que os controles e as mulheres heterozigotas apresentaram as duas
formas de mRNA (GATA-1 e GATA-1s) e que os pacientes apresentaram apenas a forma de

mRNA GATA-1s (Figura 12).

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose desnaturante 1,2% com formaldeido para avaliar
a qualidade do RNA total. 1-Controle. 2-Mulher heterozigota. 3-Paciente hemizigotico. A seta
superior indica a banda de 28S a seta inferior indica a banda de 18S do RNA total, mostrando

com isso a integridade do RNA




Resultados 72

éxon 1 éxon 2

17 180 19 Al ll] 20 m Ul
CATCCCCAR (S CRGCCRAACCCTCOR CAACCACCARCCCAGGTTAR TCCCCAG AGGCTOCATRRARTTOCC TR GLCTG

- Lm_ﬁ-_LMMLjﬂ\Mdﬁ
400 pb | !h--—- - ——

172Ph e v v - - - éxon 1 éxon 3
: 200 ] %0 70 200 290
CCGAACCCTCO3 CAACCACCAG COCAQTCT TTCAG GTGTACCCATTGCTCAA CTG TAT

Figura 12. Formacao do mRNA do GATA-1 e do GATA-1s. As bandas de 400pb e de 172pb
mostram respectivamente os mRNA que dardo origem as proteinas GATA-1 e GATA-1s.
I-Marcador de 100 pb; 2—Controle celular (K562); 3 to 5—Controles normais;
6 to 8—Mulheres heterozigotas; 9 to 10-Homens hemizigdticos com a mutacdo 332G>C. Ao lado
os eletroferogramas mostrando os seqiiénciamento entre os éxons 1 e éxon 2 (GATA-1) e o

splicing alternativo entre os éxons 1 ¢ 3 (GATA-1s).




Resultados 73

3. Quantificacio da expressao dos genes GATAI e GATAIs

A quantificacdo da expressao dos genes GATAI ¢ GATA s foram estudadas na medula
ossea do paciente III-16, na medula 6ssea de 3 controles e na linhagem celular de K562.

A andlise da eficiéncia de amplificagdo dos oligonucleotideos esta apresentada na
Figura 13. As reagdes foram otimizadas para que tivessem de 95-100% de eficiéncia de
amplificacdo e o coeficiente da reta entre 3,1 e 3,6. Na curva de dissociagdo, a TM corresponde a
temperatura na qual se observa um pico (Figura 14). As concentragdes, as eficiéncias, as
correlagcdes, e as temperaturas de dissociacdo (TM) dos oligonucleotideos utilizados na
amplificacdo dos genes GATA-1 e GATA-1s pelo método qRT-PCR, estdo apresentados na
Tabela 13. Os genes calibradores, f-actina ¢ GAPDH, ja haviam sido padronizados no
Laboratério de Genética Molecular do Hemocentro da UNICAMP.

Os numeros de copias dos transcritos para as amostras de K562, da medula déssea do
paciente I1I-16 e do conjunto de medulas 6sseas dos controles, foram normalizados de acordo
com os dados obtidos pelo método geNorm para os controles endogenos, f-actina e GAPDH.Os
resultados sdo expressos como diferenca de expressdo em relagdo a amostra referéncia, que ¢ a
amostra que obteve o menor valor de Cr (K562), conseqiientemente apresentou a maior
expressao, portanto o seu valor é convencionalmente estabelecido como 1.

Portanto, podemos observar na Figura 15 que a amostra K562 apresentou os mesmos
valores para a expressdo dos genes GATAI e GATAIs, o paciente III-16 apresentou somente a
expressdo do gene GATAIs que foi semelhante a expressdo deste mesmo gene para o controle

normal.




Resultados 74

Tabela 13. Concentracdes, eficiéncias e temperaturas de dissociacdo dos oligonucleotideos

utilizados na amplificacdo dos genes GATAI e GATAIs por qRT-PCR

. Efficienc ;
Oligonucleotideos [ ](nM) Slope Correlation 1 0_1,slope)y (TM) Amplicon

B-actina 150nM  -3.300186  0,994640  100%  82°C  79pb
GAPDH 300nM  -3,302031 0995569  100%  81°C 89 pb
GATAI 150nM  -3,308477  0,997474  100%  84.5°C 124 pb
GATAls 150nM  -3.317341  0,996410  100%  84°C  95pb

[ ] nM = Concentracao em Namomolar

GATA-1 GATA-1s
Standard Curve Standard Curve
26—y 2%
+ :
2% B—
u & 24 } ‘
23 :
22 : ¢ ? B
T K T
4 2 I
2
: 2 | ?

19 5 ‘ ‘ .
B o4 08 12 18 2 24 M2 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22
Log €O Log €O
Slope =-3,308477 Slope =-3,317341
Correlagao = 0,997474 Correlagdo = 0,996410
E=100% E=100%

Figura 13. Graficos das analises da eficiéncia de amplificacdo dos oligonucleotideos
utilizados no método da reacio em cadeia da polimerase (PCR) quantitativa em tempo real
(qRT-PCR). As reagdes foram otimizadas para que tivessem de 95-100% de eficiéncia (E) de
amplificacdo e coeficiente da reta ou Slope entre 3,1 e 3,6. No eixo “x” encontra-se a fase
exponencial (log) das concentragdes de cDNA utilizadas para fazer a curva de diluicdo em

(1)

duplicata e, no eixo “y” encontra-se o ciclo onde foi detectada fluorescéncia na fase exponencial

(CT).
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Figura 14. Graficos das curvas de dissociacao utilizada para analisar a auséncia de
contaminantes ou geracao de produtos inespecificos. A curva de dissociagdo ocorre quando
em determinada temperatura, o produto da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) separa as fitas
de DNA e ocorre a queda de fluorescéncia gerada pelo corante SYBRGreen, ja que 0 mesmo
intercala somente dupla fita de DNA. A temperatura de dissociagdo (TM) é demonstrada como

um pico nos graficos. O eixo “x” representa as temperaturas, € o eixo “y”, a derivativa negativa

da emissdo da fluorescéncia.
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Figura 15. Grafico com a comparacio da expressio dos genes GATAI e GATAIs por
qRT-PCR. A quantificagdo da expressdo dos genes GATAI e GATAls foram estudadas na
medula 6ssea do paciente III-16, na medula 6ssea de 3 controles e na linhagem celular de K562.
Os numeros de copias dos transcritos para todas as amostras foram normalizados pelo método
geNorm. Os resultados sdo expressos como diferenga de expressdo em relacdo a amostra de
referéncia K562 (que obteve o menor valor de Ct, maior expressdao do gene) que assumiu valor

igual a 1. O eixo “y” mostra a diferenca nos niveis de expressdo de K562, da medula 6ssea do

paciente III-16 e do conjunto de medulas 6sseas dos 3 controles.
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4. Resultado de imunohistoquimica para os pacientes familiais analisados

Os pacientes II-5, III-6, I11-10, IT1I-16 e III-17 e mais cinco controles tiveram suas biopsias
de medula 6ssea analisadas por imunohistoquimica. Como demonstrado na Figura 16 e
Figura 17, os controles apresentaram, como esperado, imunoreatividade positiva, para ambos os
anticorpos indicando a presenca ou de GATA-1 ou de ambas as isoformas desta proteina. Por
outro lado os pacientes apresentaram imunoreatividade negativa para o anticorpo N-6, indicando

auséncia da proteina GATA-I.
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Figura 16. Estudo de imunohistoquimica para o controle (Aumento 640x). (A) Estudo de
imunohistoquimica da bidpsia de medula 6ssea do controle utilizando o anticorpo de cabra
policlonal GATA-1 (C20). Este anticorpo marca o dominio dedo de zinco N-terminal que esta
presente tanto na proteina GATA-1 quanto na proteina GATA-1s. A positividade nuclear foi
observada nos eritroblastos e megacariocitos (setas), mostrando a presenca de ambas as proteinas.
(B) Estudo de Imunohistoquimica da bidpsia de medula 6ssea do controle utilizando o anticorpo
monoclonal de rato GATA-1 (N6) que marca a regido peptidica do dominio de transativagcdo N-
terminal que corresponde ao éxon 2, que ¢ a regido perdida pela proteina GATA-1s, sendo
encontrada apenas na proteina GATA-1. A positividade nuclear foi observada em eritroblastos e

megacariocitos (setas), mostrando a presenca da proteina GATA-1.
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Figura 17. Estudo de imunohistoquimica para o paciente III-16 (Aumento 640x).
(A) A bidpsia de medula 6ssea do paciente III-16 foi incubada com o anticorpo de cabra
policlonal GATA-1 (C20) que identifica ambas as proteinas GATA-1 e GATA-1s. A positividade
nuclear ¢ observada nos eritroblastos. (B) A biopsia de medula 6ssea do paciente III-16 foi
incubada com o anticorpo monoclonal de rato GATA-1 (N6) contra o dominio de transativagao
N-terminal. A negatividade nuclear foi observada demonstrando desta maneira que o paciente

perdeu essa regido, apresentando desta maneira apenas a proteina GATA-1s.
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5. Analise das unidades formadoras de colonia CFU-GM.
O teste de CFU-GM para o paciente III-16 apresentou uma baixa quantidade de linhagens

celulares (54 colonias/ml) quando comparadas ao controle normal, que pode variar de

0,5x10% a 1,0x10* colonias/ml.

6. Analise das unidades formadoras de colonia BFU-E.

O paciente III-16 apresentou redugdo no numero de colonias BFU-E em relagdo ao
controle como podemos observar na Tabela 14 abaixo. Além disso, as coldnias celulares de
BFU-E deste paciente apresentaram reducdo de tamanho quando comparadas ao controle 1I-14

(Figura 18).
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Figura 18. Células BFU-E de uma colonia com 3U de eritropoetina (Aumento 256x). (A)
Controle II-14, as células da colonia ficam mais unidas e possui um maior numero do que as
células do paciente III-16. (B) Paciente III-16, as células além de serem de menor tamanho ficam

mais dispersas dentro da colonia quando comparada ao controle II-14

Tabela 14. Ntimero de colonias BFU-E em diferentes concentracoes de eritropoetina.

Colonias BFU-E

Concentracao
de Eritropoetina Controle (II-14)  Paciente (I11-16)
(colonias/ml) (colonias/ml)
1 U Epo 26 4
2 U Epo 21 6
3 UEpo 33 14
4 U Epo 16 5
5 U Epo 27 4

U = Unidade
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7. Resultado dos testes de coagulacao e funcao plaquetaria

Os resultados dos testes de coagulagdo e da andlise de funcdo plaquetdria de dois
pacientes (II-8 and III-16), uma mulher heterozigota (III-13) ¢ um homem (II-14), estdo
apresentados nas Tabelas 15 e 16.

O teste de sangramento de Ivy e, a atividade do fator de Von Willebrand foi normal em
todos os individuos analisados. A mulher heterozigota (II-13), apresentou auséncia de primeira e
segunda onda para epinefrina 3 uM com diminui¢do da agregagdo plaquetaria para este agonista.
O paciente 1I-8 apresentou diminuig¢do de agregacdo plaquetdria para os trés agonistas utilizados
neste estudo (adenosina difosfato, epinefrina e colageno) com presenca de primeira onda e
auséncia de segunda onda para adenosina difosfato e coldgeno e auséncia das duas ondas para
epinefrina. O paciente III-16 apresentou diminui¢do da agregacdo plaquetaria para adenosina
difosfato e epinefrina, com presenca de primeira onda e auséncia de segunda onda para adenosina
difosfato e auséncia de primeira e segunda onda para a epinefrina.

O numero absoluto de glicoproteinas plaquetarias expressando GPIX, GPIb, GPIIb, e
GPIlla, assim como o indice de fluorescéncia de Geomen obtidos em plaquetas de individuos da

familia em questdo foram similares aos obtidos em plaquetas de controles (Tabela 16).
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Tabela 15. Teste de coagulaciao e quantificacao dos fatores da coagulacao

Individuos Testes de Coagulagdo Fatores de Coagulacao
(Sexo, I
Idade em TP TTPA TT vWF VIII IX Xl XII

anos) (INR<1,2) (R<1,2) (VR:10,6”) (40,0-232,0U/dl) (60,0-250,0%) (50,0-290,0%) (60,0-240,0%) (60,0-150,0%)

II-8

(H, 384a) 1,2 1,6 9,1 56,02 128,6 63,0 65,5 48,2
I-13 1,0 1,0 9,4 147,74 249,1 281,6 215,6 144,6

(M’ 29a) b b 2 b b 3 b 3
l-14 0,97 1,1 10,0 135,02 182.4 189,8 156,8 101,6

(H’ 40a) b b b b b b b b
I11-16

(H, 12a) 1,10 1,6 11,4 95,90 229,0 104,2 84,4 93,8

Analise do teste de coagulagdo e quantificacdo dos fatores de coagulagdo para os pacientes hemizigéticos II-8 e I1I-16, para a mulher
heterozigota II-13, e para o controle II-14.Valores normais sdo mostrados em paréntese, TP, tempo de trombina; TTPA, tempo de
tromboplastina parcialmente ativado; TT, tempo de trombina; vWF:Ag, antigeno para o fator de von Willebrand; Fatores de
Coagulacao Plaquetaria analisados: FVIII:C; FIX:C; FXI:C; FXII:C. H, homem; M, mulher; RNI, raio normalizado
internacionalmente; R, razao
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Tabela 16. Estudo da funcao plaquetaria em individuos da familia analisada

Individuos Teste de agregacdo plaquetaria a varios agonistas Glicoproteinas de membrana plaquetaria
(Sexo, TS RIPA vWF:Rcof
Idade em (mg/mL) (%) 3uM ADP 3uM Epn 1pg/ml Col IIb Illa
anos) (60,4%-94.2%)  (67,7%-91,3%)  (74,9%-89,1%) (CD 41) (CD 61)
L Ll = e 1 On‘c‘lll’é—l Pres 1 Onldlef Aus 1 Onfiz’} Pres L0230 Laa59
(H, 38a) (2°157-9°30”)  (0,7-1,2) (50,0-150,0) 2Onda- Aus 2 Onda-Aus 2 Onda - Aus (51,0-234,0) (679,0-1472,0) (52,0-167,0) (1069,0-2492,0)
l-13 7700” 0,88 131,1 1 On%l(;,? Pres 1 Onld6a"—‘ Aus 1 Onfli,? Pres 166,49 1355,50
M, 29a) (2°157-9°30”)  (0,7-1,2)  (50,0-150,0) 2 Onda-Pres 2 Onda- Aus 2 Onda - Pres (51,0-234,0) (679,0-1472,0) (52,0-167,0) (1069,0-2492,0)
[-14 Eiles LS L2 1 On’gi,? Pres 1 On9d_:’1’% Pres 1 Onzcgi?l’é-l Pres e o b2
(H, 40a) (2°157-9°30”)  (0,7-1,2) (50,0-150,0) 2 Onda - Pres 2 Onda - Pres 2 Onda - Pres (51,0-234,0) (679,0-1472,0) (52,0-167,0) (1069,0-2492,0)
11-16 9°20” 0,82 144,79 | On‘ctifl’? Pres 1 Onld(z)lg? Aus 1 OnZig,A-‘ Pres 156,32 1099,82
(H, 12a) (2°157-9°30”)  (0,7-1,2)  (50,0-150,0) 2 Onda- Aus 2 Onda- Aus 2 Onda - Pres (51,0-234,0) (679,0-1472,0) (52,0-167,0) (1069,0-2492,0)

Andlise do estudo funcional plaquetario para os pacientes hemizigdticos II-8 e III-16, para a mulher heterozigota II-13 e para o controle II-14. Os
valores normais estdo marcados entre parénteses. TS, teste de Ivy para o tempo de sangramento; RIPA, agregagdo plaquetaria induzida pela
ristocetina; vVWF:Rcof, atividade do cofator de ristocetina von Willebrand; Teste de agregac¢do plaquetdria a varios agonistas ADP, adenosina
difosfato; Epn, epinefrina; Col, coldgeno. Valores para as 1 e 2 ondas sdo mostrados. Pres, presente; Aus, ausente. Média da fluorescéncia das
glicoproteinas de membrana plaquetéria obtidas contra os anticorpos GPIba, GPIX, GPIIb, GPIIla. H, homem; M, mulher
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8. Resultado da microscopia eletronica de plaquetas

Nas plaquetas normais os a-granulos sao numerosos e contém dois grupos de proteinas. O
primeiro grupo consiste de proteinas que sao similares a proteinas hemostaticas encontradas no
plasma, como o fator de von Willebrand e o fator V, que sdo sintetizados no megacariocito com o
desenvolvimento plaquetario. Outras, como o fibrinogénio, imunoglobulinas, albumina, sio
absorvidas do plasma pelo megacariécito e empacotadas nos a-granulos durante a
megacariopoese. O segundo grupo inclui proteinas com uma variedade de fungdes. Muitas sdo
encontradas  exclusivamente nas plaquetas como o fator plaquetario 4 e a
B-tromboglobulina. Também contém um niimero de proteinas de adesdo incluindo fibronectina,
fator de von Willebrand, vitronectina e trombospondina.

Quando as plaquetas sdo ativadas “in vitro” pelos diferentes agonistas (ADP, Epi, Coll)
ocorre a liberacdo do contetido dos a-granulos. Portanto alteragcdes em sua estrutura fazem com
que os testes de agregacdo plaquetaria apresentem valores alterados.

Os corpos densos recebem este nome porque eles parecem mais densos do que os outros
granulos em preparados de microscopia eletronica. Esses corpos contém mediadores da funcao
plaquetaria e hemostasia que ndo sdo proteinas: ADP, ATP e outros nucleotideos, assim como,
compostos de fosfato, ions de célcio e serotonina.

A andlise ultraestrutural da morfologia plaquetaria através da técnica de microscopia
eletronica, mostrou que o paciente III-16 apresenta plaquetas com uma diminuicdo dos

a-granulos (Figuras 18 e 20) e corpos densos em relacdo ao controle normal II-14 (Figuras 19 e

21).
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o-granulo

Figura 19. Microscopia eletronica do controle II-14 (Aumento de 6000x). Os nimeros

correspondem ao tamanho da area da plaqueta.
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Figura 20. Microscopia eletronica do paciente III-16 (Aumento de 6000x). Os numeros
correspondem ao tamanho da area da plaqueta. Em relacdo a figura anterior note a diminui¢cdo
dos granulos dos a-granulos. Nos a-granulos deste paciente os granulos estdo mais concentrados
na regido periférica, enquanto no controle anterior eles ficam mais distribuidos por todo o granulo

ou concentrados na regido periférica s6 que com um citoplasma mais eletrondenso (1).
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Corpo Denso

Figura 21. Microscopia eletronica do controle II-14 (Aumento de 12930x). Os numeros

correspondem ao tamanho da area da plaqueta.
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a-granulo

0.77Him'

Figura 22. Microscopia eletronica do paciente III-16 (Aumento de 12930x). Os numeros
correspondem ao tamanho da area da plaqueta. Em relagdo a figura anterior note a diminui¢ao
dos granulos dos a-granulos. Nos a-granulos deste paciente os granulos estdo mais concentrados
na regido periférica, enquanto no controle anterior eles ficam mais distribuidos por todo o granulo

ou concentrados na regido periférica s6 que com um citoplasma mais eletrondenso.
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Neste trabalho ndo foram identificadas mutacdes no gene GATAI em 20 pacientes
portadores de SMD. Estes dados parecem sugerir que a expressao génica diminuida deste gene
observado em uma série de pacientes com SMD (Fadilah, Cheong et al., 2002) provavelmente
tenha origem em outros mecanismos que ndo mutacdes nos ¢xons do gene GATAI. No entanto ¢
importante relatar que, neste estudo ndo foram levadas a efeito as andlises das regides promotoras
ou intronicas do gene GATAI.

Por outro lado, o estudo do paciente III-16 com suspeita clinica e laboratorial de SMD
possibilitou a descoberta de uma nova mutagao (332G—C) no gene GATA!. Esta nova mutagao
localiza-se no ultimo cdédon do éxon 2 e interfere com o mecanismo normal de “splicing”,
provocando a exclusao do éxon 2 com consequente unido dos éxons 1 e 3. Desta maneira, a Gnica
proteina produzida ¢ a de menor peso molecular GATA-1s. Esta alteragdo ¢ unica porque foi
descoberta em um paciente sem leucemia megacarioblastica aguda (AMKL) ou doenca
mieloproliferativa transitoria (TMD) e na auséncia de sindrome de Down.

Como conseqiliéncia do estudo do paciente III-16 todos os membros disponiveis desta
familia foram analisados. Isto possibilitou a detec¢ao dos homens II-5, I1-8, I11-6, I1I-10, I11-12,
II1-16 e III-17 que apresentaram diferentes graus de anemia e/ou neutropenia e nimero plaquetas
normais. Todos esses pacientes apresentaram a mesma mutagao. As mulheres I-1, I11-9, 11-13, III-
11 sem alteragdes clinicas foram heterozigdticos para a mutagao encontrada e produziram as duas
isoformas da proteina.

Todos os outros membros disponiveis da familia que foram analisados eram normais dos
pontos de vista clinicos e laboratoriais e ndo apresentaram a mutagdo. O céalculo de Lod Score
nessa familia mostra um valor igual a 2.7. Como veremos a seguir os dados obtidos a partir do
estudo desta familia sdo Unicos na literatura e permitem esclarecer pontos importantes das

possiveis fun¢des das proteinas GATA-1 e GATA-1s na hematopoese.
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Células hematopoéticas humanas normais expressam ambas as isoformas GATA-1 e
GATA-1s (Calligaris, Bottardi et al., 1995). A proteina de maior peso molecular GATA-1
contém dois dominios dedos de zinco C e N-terminal € um dominio de transativacdo N-terminal
(Ferreira, Ohneda er al., 2005). A isoforma de menor tamanho, GATA-1s, através de um
mecanismo de splicing alternativo retém ambos os dominios dedos de zinco, mas perde o
dominio de transativagdo N-terminal (Calligaris, Bottardi er al, 1995). Camundongos
expressando apenas GATA-1s a partir de um l6cus enddgeno apresentam durante o periodo
embriondrio e fetal proliferagdo anormal de uma linhagem celular que regride ap6s esta fase de
desenvolvimento, sugerindo que a producdo Unica GATA-1s ¢ suficiente para compensar a
auséncia da proteina completa (Li, Godinho et al., 2005).

Neste trabalho os homens hemizigoéticos apresentam anemia de gravidade varidvel e em
cinco casos neutropenia na auséncia de plaquetopenia. Os pacientes III-6 e III-10 foram
submetidos a transplante de medula em razdo de anemia e neutropenia graves. O paciente I11-16
recebe transfusdes sanguineas mensais devido a anemia e neutropenia. A gravidade clinica
encontrada entre os pacientes da familia avaliada provavelmente pode estar relacionada com a
diferenga de penetrancia encontrada para este gene. Este conjunto de dados indica fortemente que
a proteina GATA-1 seria essencial para a eritropoese normal e que sua auséncia ndo ¢
completamente compensada pela proteina GATA-1s. A conseqiiéncia 6bvia desses dados ¢ que
em humanos ou pelo menos nos pacientes aqui estudados o efeito observado em camundongos
ndo se reproduz completamente (Shimizu, Takahashi et al., 2001; Li, Godinho et al., 2005).

As razdes desta discrepancia entre o modelo observado em camundongos e os dados
obtidos nesta familia ndo sdo inteiramente claros, mas derivaria do nivel de expressdo do gene
GATA-1s nos dois casos. Em suporte a esta possibilidade, estudos em camundongos transgénicos

mostram que niveis reduzidos de expressdo de GATA-1s ndo sdo suficientes para suportar a
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eritropoese normal, que, no entanto, ¢ restaurada aos seus niveis normais quando o gene GATA s
¢ hiperexpresso (Shimizu, Takahashi er al., 2001). Nossos dados indicam que a producao de
GATA-1s em células da medula 6ssea de pacientes seria semelhante aos controles normais.
Dessa forma, o conjunto de dados indica que os niveis normais ou reduzidos na expressao de
GATA-1s, como parece acontecer nesta familia, ndo seriam suficientes para que ocorra a
eritropoese normal.

A diminuicdo dos a-granulos encontrada nesses pacientes ¢ semelhante aquelas
observadas nas plaquetas descritas por Freson e colaboradores (Freson, Devriendt et al., 2001)
em pacientes com mutagdo no éxon 4 que interrompe a ligagdo da GATA-1 com o seu principal
cofator FOG-1. Portanto, esses dados poderiam sugerir que de alguma maneira a perda do
dominio de transativagdo N-terminal afetaria, embora de maneira aparentemente nao
fundamental, a interacdo entre as proteinas GATA-1 e FOG-1. Em conjunto, estas anormalidades
e as alteragdes morfoldgicas observado nos megacariocitos aqui estudados, indicam que mesmo
em relacdo a diferenciacdo megacariocitica a proteina GATA-1s ndo seria suficiente para
promover a diferenciagdo completamente normal.

O gene GATAI ¢ expresso nas células progenitoras multipotenciais, mas ndo em
neutrofilos (Mundschau e Crispino, 2006). Viarios pacientes neste estudo apresentaram
neutropenia e possivelmente diminuicdo de CFU-GM. E possivel, portanto especular que a
neutropenia poderia estar relacionada a auséncia da proteina GATA-1. Um possivel mecanismo
que provavelmente contribuiria com a neutropenia apresentada por mais de uma paciente seria a
emperipolese patologica de neutrofilos no interior de megacariocitos associados com a
mielofibrose em camundongos Gatal”. A neutropenia nesses animais, com baixos niveis de

GATA-1 resultam na interferéncia da proliferacdo granulocitica (Centurione, Di Baldassarre et
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al., 2004). Outra possibilidade seria alteracdes na interagdo entre PU.1 ¢ GATA-1 (Graf, 2002;
Rhodes, Hagen ef al., 2005).

E importante notar que varios estudos mostraram que de 20 a 62% de todos os casos de
AMKL sao precedidos por sindrome mielodisplasica em criangas com sindrome de Down, e estes
individuos, mostram caracteristicas clinicas e laboratoriais que mostram certa semelhanga com os
pacientes aqui estudados embora estes ndo desenvolvam leucemia ou TMD (Zipursky, Poon et
al., 1992). Estes dados sdo consistentes com um modelo nos quais as mutagdes no éxon 2 do
gene GATAI seriam insuficientes para causar TMD ou leucemia na auséncia de outros eventos
cooperativos, como mutacdes genéticas adicionais e trissomia do cromossomo 21. Mutagdes
adquiridas no éxon 2 foram encontradas em pacientes com doenca mieloproliferativa transitoria
(TMD) e leucemia megacarioblastica aguda (AMKL) em criangas com sindrome Down. Essas
mutagdes interrompem a sintese da proteina de maior peso molecular, mas ndo interrompem a
sintese da proteina de menor peso molecular ou GATA-Is exatamente como nos pacientes
descritos neste trabalho. Desta forma, os mecanismos que conduziriam a AMKL ou TMD
provavelmente se devem a trissomia do cromossomo 21, associada as outras mutacdes ainda
desconhecidas.

Portanto, esta ¢ a primeira descrigdo de uma mutagdo herdada no éxon 2 do gene
GATAI, que da origem a produgdo apenas da proteina GATA-1s. A mutag¢do nesta familia esta
associada com anemia e displasia trilinear nas células da medula 6ssea, que em conjunto
sugerem que quando a proteina GATA-1s ¢ produzida em baixos niveis ou em niveis normais,

ndo seria suficiente para suportar a eritropoese normal.
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O estudo desta familia permitiu a elaboragdo de um novo modelo (Figura 23), proposto

por Mundschau e colaboradores (Mundschau e Crispino, 2006), de interacdes das proteinas

GATA-1 e GATA-1s em condi¢cdes normais ¢ na sindrome de Down em contraposi¢cdo ao

modelo descrito por Li e colaboradores (Figura 3).

GATA1

GATA1s

GATA 1S

Trissomea M

GATA 15

Figura 23. Modelo da funcio do gene GATAI
na hematopoese e leucemia. (A) Progenitores
hematopoéticos normais expressam ambas as
isoformas da proteina GATA-1 levando ao
desenvolvimento de eritrocitos, granuldcitos e
megacariocitos. (B) Na auséncia da proteina
GATA-1, a proteina GATA-1s ndo pode suportar
o desenvolvimento sanguineo normal. Os
eritrocitos sdo bloqueados na maturagdo e os
megacariocitos sdo displasicos e hiperproliferam
discretamente. Em  muitos individuos, a
granulopoese ¢ também afetada. (C) Na auséncia
de GATA-1, e com o sinergismo entre GATA-1s
e a trissomia do cromossomo 21, ocorre um
comprometimento da linhagem megacariocitica
que hiperprolifera e evolui para a via leucémica

(Mundschau e Crispino, 2006).
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Nao foram encontradas mutagdes no gene GATA I em pacientes com SMD adquirida.

Foi encontrada apenas uma mutagdo no éxon 2 do gene GATAI nos pacientes com SMD
hipocelular familial. As mulheres pertencentes a esta mesma familia apresentaram a mesma
mutagdo em heterozigose ¢ o0s controles ndo apresentaram a mutagdo. Os individuos
hemizigoticos apresentaram apenas 0 mRNA GATA-1s, enquanto as mulheres heterozigotas e os
individuos controles apresentaram ambos os mRNAs (GATA-1 e GATA-1s). A expressdo dos
genes GATAI ¢ GATAIs medidos através da técnica de qRT-PCR mostrou que o paciente
hemizigotico apresenta apenas a expressao do gene GATAIs que ¢ semelhante ao controle. Pela
técnica de imunohistoquimica pudemos observar que os pacientes hemizigéticos apresentam
apenas a proteina GATA-1s enquanto os controles apresentam as duas isoformas da proteina
(GATA-1 e GATA-1s). Os pacientes apresentam um baixo numero de colonias CFU-GM e BFU-
E quando comparados ao controle, desta forma provavelmente podemos sugerir que a auséncia de
GATA-1 ¢ que estaria originando este baixo nimero de coldnias. Os pacientes apresentaram
disfuncdo plaquetaria, com baixo niimero de a-granulos e corpos densos quando comparados ao
controle, isto provavelmente estéd relacionado com a auséncia da proteina GATA-1.

Este ¢ o primeiro trabalho que descreve uma mutacdo herdada no éxon 2 do gene
GATAI, que origina apenas a producdo da proteina GATA-1s. A mutagdo nesta familia esta
associada com anemia e displasia trilinear nas células da medula 6ssea. Esses dados em conjunto,
sugerem que quando a proteina GATA-1s ¢ produzida em baixos niveis ou em niveis normais,

ndo seria suficiente para suportar a eritropoese normal.
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O artigo referente a esta tese intitulado “An inherited mutation leading to production of
only the short isoform of GATA-1 is associated with impaired erythropoiesis” foi publicado na
revista Nature Genetics em julho de 2006, no Volume 38, Issue: 7, paginas 807-812.

Abstract: Acquired somatic mutations in exon 2 of the hematopoietic transcription factor
GATA-1 have been found in individuals with Down syndrome with both transient
myeloproliferative disorder and acute megakaryoblastic leukemia. These mutations prevent the
synthesis of the full-length protein but allow the synthesis of its short isoform, GATA-1s.
Experiments in mice suggest that GATA-1s supports normal adult megakaryopoiesis, platelet
formation and erythropoiesis. Here we report a mutation, 332G --> C, in exon 2 of GATAI,
leading to the synthesis of only the short isoform in seven affected males from two generations of
a family. Hematological profiles of affected males demonstrate macrocytic anemia, normal
platelet counts and neutropenia in most cases. Altogether, data suggest that GATA-1s alone,
produced in low or normal levels, is not sufficient to support normal erythropoiesis. Moreover,
this is the first study to indicate that a germline splicing mutation does not lead to leukemia in the

absence of other cooperating events, such as Down syndrome.
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¥ Anexo 1

UNICAMP HEMOCAMP

Termo de consentimento livre e esclarecido a ser obtido de pacientes para a participacao no

projeto de estudo intitulado

“FUNCOES DO GENE GATAI: CONTRIBUICOES DO ESTUDO DE
MUTACOES EM DOENCAS HEMATOLOGICAS”

Estou ciente de que para realizar o diagndstico da minha doenga necessito ser submetido a
retirada de sangue periférico. Este procedimento é realizado por meio de pungdo venosa por
agulha em um dos bracos, quando forem colhidos os exames de rotina do Hemocentro, ndo
havendo necessidade de puncdes adicionais. Trata-se de um procedimento de rapida duragdo,
cujo unico efeito indesejavel a ser considerado ¢ a dor no local de pun¢dao e hematoma. Estou
ciente que parte da amostra de sangue, colhida para o diagnéstico da minha doenca, sera utilizada
para a avaliagdo do gene da proteina GATA-1. Estou ciente de que para realizar o diagnostico da
minha doenca necessito ser submetido a pun¢do de medula dssea. Este procedimento ¢ realizado
por meio de pun¢do por agulha no osso esterno ou em osso da bacia. Trata-se de um
procedimento de rapida duracdo (cerca de 5 minutos), cujo Unico efeito indesejavel a ser

considerado ¢ a dor no local de pungao, que ¢ tratada com analgésicos comuns. Estou ciente que
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parte da amostra de medula 6ssea, colhida para o diagnostico da minha doenga, sera utilizada
para a avaliacdo dos principais genes envolvidos na minha doenca. Desta forma, estarei
participando do estudo intitulado “FUNCOES DO GENE GATAI: CONTRIBUICOES DO
ESTUDO DE MUTACOES EM DOENCAS HEMATOLOGICAS”. Estou ciente de que o
material biolégico (DNA e RNA) obtido sera armazenado a —80°C e que sé sera utilizado
para futuros estudos frente a aprovacao de um novo projeto pelo CEP/FCM/UNICAMP.
Estou ciente de que ndo terei prejuizos com a realizacdo destes exames. Sei que posso sair do
estudo a qualquer momento e que isto ndo vai prejudicar o meu tratamento na UNICAMP. Sei
ainda, que meus dados pessoais serdo mantidos em sigilo pelo pesquisador. Se tiver quaisquer
davidas sobre o estudo poderei procurar a Dr. Fernando Ferreira Costa no Hemocentro da
UNICAMP, a Rua Carlos Chagas no. 480, Campus da Cidade Universitaria. CEP: 13081-970;
Tel: 3788 8729 e 3788 8613; Fax: 3788 8600.

Se tiver reclamacdes sobre qualquer procedimento do estudo, poderei procurar a secretaria
do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Tel: 3788 8936;
Fax: 3788 8925.

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

oralmente.

Assinatura do pesquisador legal

Dr. Fernando Ferreira Costa

Campinas, ....../....../......
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s."ié .
—‘.. * Anexo 2 HEMOCAMP
Termo de consentimento livre e esclarecido a ser obtido dos individuos controle, para
participag@o no projeto de estudo intitulado
“FUNCOES DO GENE GATAI: CONTRIBUICOES DO ESTUDO DE MUTACOES EM
DOENCAS HEMATOLOGICAS”
INOIMIE: ..ottt ettt e et e e st e e eeeneenneesaneens
RG: ..o, Idade: .................. anos

Estou ciente de que para fazer exames sanguineos, necessito ser submetido a puncao
sanguinea. Estou ciente que este procedimento ¢ realizado por meio de pun¢do venosa por agulha
em um dos bragos, quando forem colhidos os exames de rotina do Hemocentro, ndo havendo
necessidade de pungdes adicionais. Trata-se de um procedimento de rapida duracgdo, cujo Unico
efeito indesejavel a ser considerado ¢ a dor no local de puncao e hematoma. Desta forma, estarei
participando do estudo intitulado “FUNCOES DO GENE GATAI: CONTRIBUICOES DO
ESTUDO DE MUTACOES EM DOENCAS HEMATOLOGICAS”. Estou ciente de que o
material biolégico (DNA e RNA) obtido sera armazenado a —80°C e que sé sera utilizado
para futuros estudos frente a aprovacao de um novo projeto pelo CEP/FCM/UNICAMP.
Estou ciente de que ndo terei prejuizos com a realizagdo destes exames. Sei que posso sair do

estudo a qualquer momento e que isto ndo vai prejudicar o meu tratamento na UNICAMP. Sei
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ainda, que meus dados pessoais serdo mantidos em sigilo pelo pesquisador. Se tiver quaisquer
davidas sobre o estudo poderei procurar a Dr. Fernando Ferreira Costa no Hemocentro da
UNICAMP, a rua Carlos Chagas no. 480, Campus da Cidade Universitaria. CEP: 13081-970;
Tel: 3788 8729 e 3788 8613; Fax: 3788 8600.

Se tiver reclamacdes sobre qualquer procedimento do estudo, poderei procurar a secretaria
do Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Tel: 3788 8936;
Fax: 3788 8925.

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

oralmente.

Assinatura do controle

Assinatura do pesquisador legal

Dr. Fernando Ferreira Costa

Campinas, ....../...../......
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