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RESUMO 

A anemia falciforme é uma doença hereditária recessiva, causada por uma alteração 

de base em um único nucleotídeo no gene da  globina β, essa alteração estrutural do 

ácido glutâmico pela valina provoca falcização das hemácias quando desoxigenadas. 

As principais manifestações da anemia falciforme são resultantes do processo vaso-

oclusivo e hemólise. A edição gênica emerge como uma nova alternativa para o 

tratamento de doenças genéticas em células hematopoiéticas.  Alguns fármacos com 

ação hipometilante estão relacionados com a capacidade de indução  da expressão 

da globina γ, inibindo a metilação no promotor desse gene. Entretanto, essa regulação 

permanece pouco esclarecida. Visando compreender esta regulação, culturas 

celulares CD34+ foram tratadas com Decitabina 1 μM para indução da Hemoglobina 

Fetal (HbF), com expressões de fatores de transcrição e de genes modificadores da 

cromatina quantificadas por PCR Array (Qiagen ™Germany). Posteriormente, células 

HUDEP-2 foram tratadas com Decitabina 50 nM, com quantificação dos níveis da HbF 

por citometria de fluxo em triplicas biológicas. O percentual de células positivas para 

HbF em HUDEP-2, tratada com Decitabina, foi de 12,27 ±0,7% n=3, enquanto nas 

células controle 1,0 ±0,06% N = 3, p <0,0001. O gene HNF4α diferencialmente 

expresso nos ensaios de PCR array em CD34+ pós-tratamento, foi selecionado para 

sileciamento gênico em células HUDEP-2 utilizando o sistema CRISPR/Cas9. O 

silenciamento foi validado por Western Blot e qPCR. A relação entre o silenciamento 

do gene HNF4α com a regulação do gene da globina γ, foi avaliada pela quantificação 

da HbF ao nível gênico e proteico. Os pools -HNF4α-HUDEP-2 silenciados, embora 

não homogeneamente, expressaram significativamente mais HbF quando 

comparados aos níveis basais das células HUDEP-2. Os dados apresentados nesse 

estudo, sugerem que o fator de transcrição HNF4α pode desempenhar um papel na 

regulação do gene da globina γ em células HUPED-2, cujo mecanismo ainda não está 

esclarecido. Esse estudo abre caminho para mais pesquisas relacionadas a 

genes/fatores de transcrição usualmente não atribuídos à regulação gênica do gene 

HBG. 

Palavras-Chave: Hemoglobina Fetal; Doença Falciforme; Edição de genes; Sistemas 

Crispr-Cas; Fator 4 Nuclear de Hepatócito.  
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ABSTRACT 

Sickle cell anemia is a recessive hereditary disease, caused by a base change in a 

single nucleotide in the β globin gene. This structural change of glutamic acid to valine 

leads to sickling of red blood cells when deoxygenated. The main manifestations of 

sickle cell anemia are the result of the vaso-occlusive process and hemolysis. Gene 

editing emerges as a new alternative for the treatment of genetic diseases in 

hematopoietic cells. Some drugs with hypomethylating action are related to the ability 

to induce the expression of γ globin, inhibiting methylation in the promoter of this gene. 

However, this regulation remains unclear. To understand this regulation, CD34+ cell 

cultures were treated with 1 μM Decitabine to induce Fetal Hemoglobin (HbF), with 

expressions of transcription factors and chromatin-modifying genes quantified by PCR 

Array (Qiagen™ Germany). Subsequently, HUDEP-2 cells were treated with 50 nM 

Decitabine, with HbF levels quantified by flow cytometry in biological triplicates. The 

percentage of HbF-positive cells in HUDEP-2, treated with Decitabine, was 12.27 

±0.7% N = 3, while in control cells 1.0 ±0.06% N = 3, p <0. 0001. The HNF4α gene, 

differentially expressed in PCR array assays in CD34+ post-treatment, was selected 

for gene silencing in HUDEP-2 cells using the CRISPR/Cas9 system. Silencing was 

validated by Western Blot and qPCR. The relationship between the silencing of the 

HNF4α gene and the regulation of the γ globin gene was evaluated by quantifying HbF 

at the gene and protein level. Silenced -HNF4α-HUDEP-2 pools, although not 

homogeneously, expressed significantly more HbF when compared to basal levels in 

HUDEP-2 cells. The data presented in this study suggest that the HNF4α transcription 

factor may play a role in regulating the γ globin gene in HUPED-2 cells, the mechanism 

of which is not yet clear. This study paves the way for more research related to 

genes/transcription factors not usually attributed to gene regulation of the HBG gene. 

Keywords: Fetal Hemoglobin; Sickle Cell; Gene editing; Crispr-Cas Systems; 

Hepatocyte Nuclear Factor 4. 
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JUSTIFICATIVA DE ORIGINALIDADE DO TRABALHO 

 

A regulação da globina γ ainda não está completamente elucidada. Dessa 

forma, a identificação de novos agentes regulatórios envolvidos nesse processo pode 

expandir as possibilidades para abordagens terapêuticas no tratamento das doenças 

falciformes.   

Não há associação do fator de transcrição HNF4α com a regulação do gene da 

globina γ na literatura, o que torna este trabalho extremamente promissor em relação 

à descoberta de um possível novo alvo na regulação gênica para síntese de HbF.  

Enfatiza-se que o aumento da hemoglobina fetal é o principal modificador na 

gravidade das doenças falciformes, portanto, estudos que gerem conhecimentos em 

relação à doença e o seu tratamento, poderão contribuir na qualidade e expectativa 

de vida desses indivíduos. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1  Hemoglobina (Hb) 

 

 A hemoglobina humana é genericamente descrita como uma molécula 

tetramérica constituída por quatro cadeias polipeptídicas, das quais, duas do tipo alfa 

(α) e duas do tipo não alfa (β, γ ou δ). Cada cadeia apresenta um grupo prostético 

heme com um íon ferro (Fe2+) em seu centro, o qual se liga reversível e não 

covalentemente a uma molécula de oxigênio, realizando o transporte do oxigênio e do 

gás carbônico aos tecidos dos vertebrados (PERUTZ, 1983).  

A expressão dos genes das globinas gama (γ) humana é temporalmente 

regulada durante o desenvolvimento, sendo gradualmente silenciada após o 

nascimento (Figura 1). Esse fenômeno é descrito como switching da hemoglobina, o 

primeiro switching é marcado pela substituição da hemoglobina embrionária pela 

hemoglobina fetal, entre a 6ª e 8ª semana de gestação, acompanhada pelo 

silenciamento dos genes das globinas embrionárias ε (HBE) e ζ (HBZ) no saco 

vitelínico e a ativação dos genes da globina fetal γ (HBG1 – globina-γA e HBG2 – 

globina-γG) no fígado.  

 

Figura 1. Ontologias das globinas. Nas primeiras semanas destaca-se a expressão da Hemoglobina 

Gower I (globina épsilon - ε e globina zeta – ζ). A partir da 10º semana de gestação ocorre o aumento 
na síntese das cadeias α e γ, a globina α se mantém expressa no pós-natal, enquanto a cadeia γ é 
substituída pela cadeia β, acompanhada da baixa expressão da globina delta (δ). Adaptado SEGURA 
et al., 2023.  
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O segundo switching é caracterizado pelo   progressivo   silenciamento   dos   

genes   da globina γ com a concomitante ativação da expressão do gene da globina 

β (HBB) na medula óssea após o nascimento (WILBER et al., 2011; SEGURA et al., 

2023). 
   A redução na expressão da globina γ e ativação da globina β é resultante do 

processo de regulação gênica orquestradas durante o desenvolvimento.  

Mecanismos epigenéticos podem alterar a estrutura da cromatina, a 

organização nuclear e a estabilidade da transcrição, sem alterar a sequência do DNA, 

em resposta ao estágio de desenvolvimento, fatores ambientais e por patologias. 

Estas alterações, isoladamente ou em combinação, influenciam no processo de 

regulação gênica. Essa regulação pode envolver alterações conformacionais na 

cromatina e no nucleossomo, através de modifiçaões em histonas, como: acetilação, 

deacetilação, fosforilação, desfosforilação, metilação, ubiquitilação, desubiquitilação, 

permite que as células alterem a expressão genética, modificando a capacidade de 

um fator de transcrição de acessar o DNA (STEPHENS et al., 2013; KLEIN;  HAINER, 

2020). 

A especificidade da transcrição é resultado da presença de sequências de 

nucleotídeos que determinam quais fatores podem se associar a esses sítios de 

ligação dentro e fora da região promotora.  O processo de transcrição é 

predominantemente mediado por uma rede de fatores associados que interagem com 

regioões específicas do DNA, favorecendo a atuação da enzima RNA polimerase II e 

sua maquinaria (ALLISON; DYLAN, 2020).   

A estrutura da cromatina nas regiões promotoras e nas sequências 

responsáveis pela regulação da transcrição está diretamente relacionada com status 

transcricional: ativo, reprimido ou equilibrado, e normalmente dependentes do estado 

de diferenciação celular (LIU et al., 2019).  O material genético está organizado em 

duas formas: eucromatina - classificada principalmente pela quantidade de acetilação 

ativa das histonas H3 e H4 e em heterocromatina – categorizada pela redução do 

grupo acetil nas histonas. Em geral, a acetilação das histonas centrais está associada 

à ativação transcricional, enquanto a metilação do DNA está associada ao 

silenciamento gênico (GRUNSTEIN, 1997; VENKATESH; WORKMAN, 2015).  

A metilação do DNA é um processo dinamicamente regulado ao longo da vida, 

durante o processo de proliferação celular, na fase M (Mitose) o DNA hemimetilado 
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nas células-filhas é metilado ao estado da célula-mãe, pela ação da DNA 

metiltransferase 1 (DNMT1) (GAO et al., 2020). A estrutura da cromatina nas regiões 

promotoras e nas sequências responsáveis pela regulação da transcrição está 

diretamente relacionada com status transcricional: ativo, reprimido ou equilibrado, e 

normalmente dependentes do estado de diferenciação celular (LIU et al., 2019).  

A expressão da hemoglobina fetal (HbF) é reduzida para cerca de 1% da Hb 

total, acompanhada pela diminuição na proporção das células F (células com HbF em 

níveis quantificáveis) após o primeiro ano de vida. O gene da globina γ é metilado 

durante o desenvolvimento biológico, estando silenciado em progenitores eritroides 

adultos (SEGURA et al., 2023; VAN DER PLOEG; FLAVELL, 1980).  

BCL11A (B-cell CLL/lymphoma 11A) é o principal e mais estudado modulador 

da transcrição do gene da globina γ, diversos estudos demonstraram o aumento da 

síntese da HbF após o nocaute desse gene. BCL11A se liga a região promotora do 

gene HBG1 em células adultas eritroides, em regiões conhecidas como motifs 

TGACCA preferencialmente nas posições distais (−118 a −113), mas, pode interagir 

com regiões proximais (−91 a −86) associando-se a outros fatores dentro do locus da 

globina β, regulando a repressão do gene HBG (Figura 2) (SANKARAN et al., 2008; 

LIU et al., 2018). 

 

Figura 2. Principais reguladores transcricionais na região promotora do gene da globina γ . Os 

repressores BCL11A e ZBTB7A interagem com os fatores NuRD, HIC2, LIN28B durante a ligação na 

região promotora da globina γ, regulando o silenciamento da expressão da globina γ  (LIU et al., 2023). 
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1.2 Alterações genéticas das Hemoglobinas  

 

A expressão elevada do gene da globina γ pode ser observada em indivíduos 

que apresentam uma condição categorizada como persistência hereditária da 

hemoglobina fetal (PHHF) com maiores níveis da HbF durante a vida adulta, sem 

alterações clínicas significativas.  A PHHF pode ser classificado em duas categorias 

(Figura 3): delecional – caracterizada por grandes deleções (~ 13–85 kb) na região 

intergênica da globina da β e γ e a não delecional – gerada por trocas de nucleotídeos 

ou pequena deleção em regiões regulatórias (WOOD, 1993; STEINBERG, 2020). 

 

 

Figura 3. Persistência Hereditária da Hemoglobina Fetal (PHHF). A. LCR - região de controle do locus 
β, sítios de hipersensibilidade (HS1-HS5) – ligação à reguladores (em roxo). Principais deleções de 
grandes sequencias relacionadas à PHHF, o número de bases perdidas nomeadas de acordo com a 
região da descrição inicial. B. Mutações não delecionais (substituições de nucleotídeos ou pequena 

deleção) na região dos promotores de HBG1 e/ou HBG2, regiões de ligação a fatores regulatórios em 
laranja (ZBTB7A) e azul (BCL11A). Adaptado PASCHOUDI et al., 2023.  
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Os disturbios hereditários da hemoglobina correspondem as doenças 

monogênicas mais comuns,  a DF caracteriza-se como uma condição autossômica 

recessiva, associada a alterações estruturais da hemoglobina, aterando ou não sua 

síntese e ritmo. A presença de mutações no gene HBB, responsável pela produção 

da HbA, pode gerar hemoglobinas mutantes (SC, SD, SE, S beta-talassemia, S alfa-

talassemia). Estima-se que aproximadamente 7% da população mundial apresenta 

genes de hemoglobina anormais, resultando nas hemoglobinopatias mais comuns e 

graves: doença falciforme (DF) e talassemia (PIEL et al., 2013; FRANCO et al., 2024) 

A anemia falciforme (AF) (HbSS) é uma doença hereditária recessiva causada 

por uma mutação em um único nucleotídeo no códon 7 do gene β-globina, onde uma 

adenina (A) é substituída por uma timina (T), resultando na troca do ácido glutâmico 

por uma valina hidrofóbica, responsável pela formação da hemoglobina S (HbS). Após 

a desoxigenação, a desoxiHbS,  pode polimerizar formando túbulos rígidos que 

causam lesão da hemácia, alterando sua forma (células falcizadas) e com apoptose 

precoce (Figura 4) (HENRY et al., 2020). 

 A AF é caracterizada como uma doença multissistêmica, com manifestações 

clínicas e gravidade variável, diversos órgãos podem ser afetados. As principais 

alterações incluem: anemia hemolítica e crises vaso-oclusivas, processos 

fundamentais na fisiopatologia dessa doença, que podem ser acompanhados por uma 

série de eventos, como a disfunção no endotélio vascular, isquemia e maior 

suscetibilidade para infecções sistêmicas ou locais (BUNN, 1997; STEINBERG, 2020; 

PIEL et al., 2017).  

 

Figura 4. Representação esquemática da mutação no 7º códon do gene da globina β e suas 

implicações.  A. Sequência normal (GAG- GLU) – HbA. Sequência mutada (GTG-Val) – HbS. B. 
Processo esquemático da oxigenação e desoxigenação na circulação sanguínea na anemia falciforme. 
Em baixas concentrações de oxigênio a estrutura da hemácia assume a forma falcizada. Elaborado 
pela autora, 2023 – BioRender. 
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Estimativas globais sugerem o nascimento de cerca de 300.000 bebês com 

doenças falciformes por ano, dos quais 95% ocorrem na África subsaariana e na Índia.  

O Brasil apresenta alta prevalência de doenças falciformes, com estimativas entre 

1.500 a 3.200 recém-nascidos com essa condição (PIEL et al., 2013). A população 

brasileira apresenta grande heterogeneidade em sua distribuição, com proporções de 

casos variável a depender do estado analisado, o Ministério da Saúde (2017) estimou 

1:650 nascimentos no estado da Bahia, no estado de São Paulo por volta de 1:4.000 

nascimentos, com menor incidência a região sul do país, em Santa Catarina e Paraná 

com cerca de 1 caso a cada 13.050 nascimentos.  

As talassemias são o resultado do desequilíbrio na síntese das globinas, 

categorizadas pela ausência ou diminuição de uma, ou mais cadeias de globina (α, β, 

γ, δ), as apresentações mais comuns são do tipo α ou β. Dependendo do 

comprometimento podem ocorrer danos à membrana celular, apoptose precoce e 

eritropoiese ineficaz. A condição mais grave ocorre no indivíduo homozigoto, definida 

como talassemia maior, enquanto a talassemia menor ou o traço talassêmico é 

resultante da herança de um único gene mutante. Os aspectos clínicos podem 

envolver anemia, hematopoiese extramedular, esplenomegalia e acúmulo de ferro 

(LEY et al., 1982; FRANGOUL et al., 2021). Estimativas de nascimento anual em torno 

de 50.000 indivíduos sintomáticos com talassemia beta por ano, dessa população, 

metade necessitará de transfusão sanguínea para sobreviver (WEATHERALL; 2018).  

A hemoglobina fetal (HbF) é o principal modificador na gravidade clínica das 

principais hemoglobinopatias descritas.  A expressão elevada das cadeias da globina 

γ no adulto aumenta os níveis da HbF e células F, diminuindo a concentração da 

hemoglobina S (HbS) na doença falciforme, minimizando o desequilíbrio na produção 

de cadeias α e não-α nas talassemias β, e reduzindo a quantidade de cadeias α livres 

(XU et al., 2013; STEINBERG et al., 2020).  

Os mecanismos envolvidos na regulação da globina γ têm sido alvo de 

pesquisas, que buscam a compreensão dos mecanismos que possam estar 

envolvidos nesse controle regulatorio. Com significante relevância clínica, pelo 

potencial de tratamento de hemoglobinopatias, possível ao reativar a síntese dos 

genes γ (HBG1 e HBG2).   
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1.3  Hemoglobina Fetal 

 

A hemoglobina fetal apresenta maior afinidade ao oxigênio em comparação 

com as demais hemoglobinas, atuando de forma significativa na fisiopatologia da 

doença falciforme. Níveis elevados de HbF estão associados a uma redução nos 

episódios dolorosos agudos, diminuindo o aparecimento de lesões ulceradas nos 

membros inferiores e no aumento da longevidade nesses indivíduos (STEINBERG, 

2020).  

A potencial “cura” das doenças falciformes, é tecnicamente possível a partir do 

transplante de medula, entretanto, a maioria dos pacientes não consegue doador 

compatível; ou através do incremento da HbF suficiente para impedir a polimerização 

da HbS, inibindo a sequência de eventos que levam à oclusão vascular e eventos 

hemolíticos (KATO et al., 2018). 

Agentes farmacológicos como 5-azacitidina e 5-aza-2’ (decitabina) (LEY et al., 

1982), a hidroxiureia (CHARACHE et al., 1987), metformina (ZHANG et al., 2018) e 

talidomida (MOUTOUH-DE et al., 2008) são efetivos na indução da HbF in vitro e in 

vivo.  

A hidroxiureia (HU), inicialmente aprovada para tratamento de doenças 

neoplásicas, atua no bloqueio da síntese do DNA pela inibição da ribonucleotídeo 

redutase, mantendo as células no ciclo celular na fase S (síntese).  A HU é a principal 

droga de uso clínico em pacientes com DF, este tratamento aumenta o número e 

concentração de células F e HbF respectivamente, reduzindo a síntese da HbA, 

diminuindo a polimerização da HbS, atenuando as crises dolorosas, minimizando 

lesão aos órgãos, atuando na qualidade de vida e no aumento da sobrevida destes 

pacientes (RANKINE-MULLINGS et al., 2022). No entanto, os efeitos da utilização 

desse fármaco a longo prazo como o impacto na carcinogênese, embora pareçam ser 

reduzidos, ainda não são totalmente elucidados. Em 2002, o Ministério da Saúde do 

Brasil aprovou o uso da HU para pacientes com DF, com distribuição desse 

medicamento pelo Sistema Único de Saúde (SUS).  

Os análogos de citadina: 5-azacitidina e 5-azacitidina-2’ foram desenvolvidos 

há cerca de 60 anos para combater células cancerígenas (SORM et al., 1964), 

posteriormente, observou-se a atuação dessas moléculas na redução dos níveis de 
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metilação do DNA, exercendo um importante papel na regulação gênica e 

consequentemente no processo de diferenciação celular.  A metilação do DNA é um 

mecanismo de silenciamento gênico quando grupos metil se ligam covalentemente ao 

carbono 5 do resíduo da citosina no sítio “CpG” (RIGGS, 1975).  

Em relação à regulação no processo de síntese da HbF, esses compostos 

atuam inibindo a metilação em ilhas CpG na região promotora dos genes HBG1 e 

HBG2, permitindo a transcrição gênica, com consequentemente aumento da síntese 

da HbF (LEY et al.,1983). Durante a fase adulta do desenvolvimento humano, a 

metilação nos promotores dos genes HBG está relacionada ao silenciamento, 

enquanto, a hipometilação, presente no desenvolvimento fetal, correlaciona-se com 

expressão da globina γ. 

A relação entre o uso dos análogos de citidina e o aumento na síntese da HbF 

foi primeiramente demonstrada em células eritroides de primatas, com níveis de HbF 

aumentados em 70 a 80% quando comparadas a Hb total após tratamento 

(DESIMONE et al., 1982). Essas observações possibilitaram a hipótese que a 

produção das cadeias de globina gama poderia ser farmacologicamente induzida in 

vivo através da hipometilação do DNA nos promotores dos genes da globina γ.  

Fármacos inibidores da DNA metiltransferase (DNMTs) como 5-azacitidina e 5-

azacitidina-2’ (Figura 5) pertencem ao grupo de drogas que podem ser utilizadas em 

processos epigenéticos desregulados durante o desenvolvimento e na progressão do 

câncer. Essas drogas incorporam ao RNA ou DNA recém-sintetizado, formando uma 

ligação covalente com as DNMTs, levando à degradação destas enzimas, durante a 

síntese do DNA, a ausência destas enzimas resulta em hipometilação nas células 

filhas e, eventualmente, na reativação da expressão de genes previamente 

silenciados (LOWDER; ISSA, 2015). Ensaios clínicos utilizando a decitabina (5-

azacitidina-2’) induziram HbF em pacientes com doença falciforme intolerantes à 

hidroxiureia e na talassemia β (OLIVIERI et al., 2011; MOLOKIE et al., 2017). 
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Figura 5. Estrutura química dos análogos de citidina: 5-aza e 5-aza-2’ e o processo da 

incorporação intracelular simplificado. As moléculas 5-aza e 5-aza-2’são transportados para o meio 
intracelular através do canal de transporte de nucleosídeos humanos (hNT), 5-AZA é fosforilada pela 
Uridina Citidina Quinase (UCK), seguido por sucessivas fosforilações através das quinases NMPK (5-
aza-CDP) e DPK (5-aza-CTP). Enquanto a decitabina (5-AZAd) é fosforilada pela Desoxicitidina 

Quinase (DCK) para formar o análogo 5-aza-dCMP, fosforilado pela NMPK (5-aza-dCDP) e NDPK (5-
aza-dCTP). Nos seus estados, ativos5-aza-CTP e 5-aza-dCTP podem substituir as citosinas no RNA e 
no DNA, respectivamente. Elaborado pela autora, 2023 – BioRender, baseado em SORRENTINO et 
al., 2021.  

A decitabina foi primeiramente utilizada, nos Estados Unidos, durante os anos 

1970 como tratamento antileucêmico e, posteriormente, nos anos 1980, como um 

indutor da HbF em pacientes com hemoglobinopatias. A incorporação de 5-aza-2’ no 

genoma faz com que ele seja reconhecido pela enzima DNMT1, ligando-se 

irreversivelmente ao nucleosídeo, comprometendo suas funções catalíticas e levando 

à sua degradação (PARKER; THOTTASSERY, 2021) 

Estudos utilizando a decitabina como agente hipometilante do DNA para 

indução da HbF em pacientes com anemia falciforme, demonstraram aumento 

significativo na síntese do gene da globina γ, com consequente aumento nos níveis 

da HbF e células F. Adicionalmente, 100% dos pacientes com DF apresentaram 

aumento na produção de HbF em resposta à decitabina, incluindo aqueles que não 

responderam à hidroxiureia previamente (LEY et al., 1983; DESIMONE et al., 2002; 

MOLOKIE et al., 2017).  
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A metilação do DNA desempenha um papel crítico na modulação da expressão 

gênica da globina β humana (Figura 6) com uma relação inversa entre a expressão 

do gene da globina γ e metilação do DNA na região promotora desse gene. Todavia, 

não há a relação dos genes diferencialmente expressos após o processo de indução 

da HbF utilizando decitabina na eritropoiese in vitro. A investigação e compreensão 

das principais modificações ao nível celular, pode adicionar maior elucidação dos 

mecanismos moleculares envolvidos na durante a regulação da HbF.   

 

Figura 6. Metilação e desmetilação do DNA A. Braço mais curto do cromossomo 11 na posição 15.5 

do cluster da globina β. B. região selecionada (tracejada) referente o gene da globina γ na vida adulta 
estão hipermetilados pela ação das enzimas DNMTs, impedindo a transcrição. Na presença da 

molécula 5-Aza-2’, ocorre a incorporação ao DNA durante a divisão celular, “sequestrando” as DNMTs, 
impedindo que essa enzima adicione o grupo metil nos sítios CpG no promotor do gene, favorecendo 
a reativação do gene. Elaborado pela autora, 2023 – BioRender.  

1.4 Ferramentas de edição genética - CRISPR/Cas9 

Ferramentas de edição como ZFN (Zinc finger nucleases) TALEN 

(Transcription Activator-Like Effector Nucleases), RNAi (RNA de Interferência) e a 

mais recente técnica: CRISPR/Cas9 (Repetições Palindrômicas Curtas Agrupadas e 

Regulamente Interespaçadas – endonuclease cas 9) podem ser utilizadas para 

avaliação funcional da regulação gênica (HOBAN et al., 2016).  
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A avaliação funcional de um determinado gene pode ser observada a partir da 

sua inativação ou superexpressão, com abordagens distintas para esses efeitos 

como: farmacológicas - utilizando drogas que bloqueiam a ativação/expressão desse 

gene ou através de técnicas de edição genética. A terapia genética para 

hemoglobinopatias pode ser dividida atualmente em quatro categorias: (1) adição de 

genes, (2) silenciamento de genes, (3) edição do gene da globina, e (4) edição de 

elementos reguladores do gene da globina (GOODMAN; MALIK, 2016). 

CRISPR é um sistema procariótico de defesa antiviral, que utiliza nucleases 

guiadas por RNA, capazes de inativar genes por meio da clivagem do DNA-alvo, 

descrito em 1987 como uma região peculiar no genoma da Escherichia coli, 

constituída por sequências repetidas (29 nucleotídeos) e sequências espaçadas (32 

nucleotídeos) de função desconhecida, pelo pesquisador Yoshizumi Ishino, da 

Universidade de Osaka- Japão (ISHINO et al., 1987). Em 2000, essas sequências 

foram identificadas no genoma de diferentes bactérias Archea.  No ano de 2002, essa 

região recebeu o nome de CRISPR (Figura 7) (MOJICA et al., 2000; JANSEN et al., 

2002; ISHINO et al., 2018).  

O Sistema CRISPR emerge como uma técnica de edição genética 

revolucionária, com ampla aplicabilidade e precisão na edição do DNA. Esse sistema 

é composto por uma matriz de RNA guia (gRNA), constituído por uma sequência de 

20 nucleotídeos que se liga ao alvo específico no DNA através do emparelhamento 

das bases Watson-Crick. O sistema CRISPR associado a nuclease Cas9 induz uma 

ruptura na sequência alvo, três pares de bases adjacentes à sequência xGG (PAM) 

(RAN et al., 2013).  

Possibilidades de adição, remoção, troca de nucleotídeo ou sequências dentro 

do genoma, com vasta aplicação em comparação às técnicas anteriores, e mais 

precisa, expande as possibilidades de estudos para a compreensão da regulação 

gênica, ampliando o conhecimento sobre processos regulatórios de diversos alvos.  

Sua utilização apresenta possibilidade de aplicação em diversas áreas de 

conhecimento: biológicas (tratamento de doenças genéticas, estudo funcional de 

genes), no melhoramento genético de plantas e animais, com amplo potencial para 

diversas áreas.  
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A clivagem do DNA gerada pela enzima Cas9, gera extremidades abruptas 

(cortes em ambas as fitas) ou nicks (em uma única fita), essa ruptura da dupla fita do 

DNA provoca um dano importante nas células e esse processo pode levar a ativação 

de vias de reparo celular (Figura 8), como a via de junção de pontas não homóloga 

(NHEJ- non-homologous end joining). Essa via pode ser acionada em qualquer etapa 

do ciclo celular, ao unir as pontas do DNA, comumente resulta em mutações do tipo 

indels (inserção ou deleção de um ou poucas bases) na região da junção ou próximas 

a ela, provocando modificações na sequência dessa região do DNA, processo que 

pode alterar nucleotídeos, levando à substituição de aminoácidos, alterando 

processos de transcrição e tradução, culminando em proteínas truncadas ou não 

funcionais.  Quando as extremidades oriundas da clivagem apresentarem homologia 

entre si ou com um DNA doador, a via de reparo direcionado por homologia (HDR- 

homology directed repair) poderá ser acionada.  Em processos de edição genética a 

via HDR é utilizada principalmente quando se busca substituições alélicas especificas 

em uma determinada região do genoma (JINEK et al., 2012). 

 

Figura 8. Vias de reparo celular. A quebra na fita do DNA pela enzima Cas9, ativa a reparação celular, 

pela via do Reparo Não homologo, onde nucleotídeos podem ser colocados  removidos de forma 
aleatória ou pela via do Reparo Homólogo, apresenta mais precisão, porém é necessário a utilização 
de uma sequência doadora para unir as extremidades da fita. Adaptado ABRAHAM; TISDALE, 2019.  
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O CRISPR-Cas domina o campo da edição genética, utilizando RNAs guia que 

direcionam o complexo CRISPR para sequências específicas no DNA, com 

possibilidade de ser utilizada em diversos locais do genoma. (DOUDNA, 2020) A 

ferramenta CRISPR-Cas9, vem sendo utilizada em estudos da doença falciforme 

(Figura 9), para a edição de regiões codificantes de genes repressores, 

potencializadores ou sítios de interações de proteínas que possam estar relacionadas 

a regulação da HbF e na correção genética da troca do nucleotídeo nessa patologia 

T ⇾ A, pela via de reparo não homologo e via de reparo direcionado por homologia, 

respectivamente. No entanto, a edição genética pela via de reparo homologo 

direcionado apresenta menos eficiência, pela dificuldade de provocar a quebra na 

ligação das bases e na inserção integral da sequência de bases doadora durante o 

processo.  

 

Figura 9. Aplicações da edição do genoma ex vivo no tratamento de doenças falciformes.  A 

terapia gênica pode ser realizada removendo as células-tronco hematopoiéticas ou progenitoras 

(HSPCs) do paciente com edição in vitro, com aplicação dessas células geneticamente modificadas no 
paciente (in vivo). A. Anemia falciforme pode ser tratada pela correção da mutação que altera o 
aminoácido e provoca a falcização da hemácia, resultando em glóbulos vermelhos normais. B. Edição 
na sequência do enhancer do gene BCL11A, principal repressor da regulação do gene da globina gama, 
o silenciamento do BCL11A está inversamente proporcional à síntese de HbF. Adaptado de DOUDNA, 
2020; FRANGOUL et al., 2021. 

Ensaios clínicos utilizando edição gênica já são aplicados (Tabela 1), a 

pesquisa CTX001 (NCT03745287) utiliza células CD34+ autólogas editadas com 

CRISPR-Cas9 com um RNA guia específico para a região promotora do gene HBG, 

em sequências de ligação do BCL11A, em pacientes com anemia falciforme e 

talassemia β, os resultados demonstraram aumento nos níveis da HbF basal inicial de 
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9,1% para 25,9% após 2 meses do tratamento, com estabilização entre 46% e 48% 

durante o 4º e 9º mês após aplicação, concomitantemente, as células F aumentaram 

de 33,9% para 99,7%; com níveis de hemoglobina entre 11 a 12 g/dL, sem crise vaso-

oclusiva no paciente com doença falciforme, e na β talassemia, houve aumento dos 

níveis da HbF >97%, acompanhado do aumento na concentração da hemoglobina aos 

15 meses com quantificação de 14 g/dL (FRANGOUL et al., 2021).  
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A edição genética desponta como o futuro das abordagens terapêuticas, com 

potencial aplicabilidade para o tratamento de diversas desordens genéticas: 

hematológicas (Doença Falciforme; Talassemias; Anemia de Falconi) neurológicas 

(Doença de Huntington; Alzheimer), cardíaca (Aterosclerose), muscular (Síndrome de 

Duchenne), oftalmológica (Catarata), alérgica (Asma), infecções virais (HIV, HBV, 

HPB e EPV) e em processos de desenvolvimento descontrolado, como observado em 

determinados cânceres (SHARMA et al., 2021).    

Correções de bases em regiões do DNA, inativação ou reativação de genes 

poderá favorecer maior individualização, aumentando a especificidade para 

determinados tratamentos de patologias quando comparadas aos métodos 

farmacológicos tradicionais. Espera-se uma expressiva evolução a partir da utilização 

de terapias genéticas personalizadas, com fácil aplicação, por vias de administração 

intravenosa ou oral de um vector terapêutico constituído por células geneticamente 

“corrigidas” ou com sequências de nucleotídeos para serem transcritos, favorecendo 

ou impossibilitando ativação/inativação de vias e respostas celulares, buscando 

segurança, minimização de off targets e eficiência desses processos, que exigirão um 

acompanhamento cuidadoso e longo prazo desses pacientes.  

A regulação da globina γ ainda não está completamente elucidada. Dessa 

forma, a identificação de novos agentes regulatórios envolvidos nesse processo pode 

expandir as possibilidades para abordagens terapêuticas no tratamento das doenças 

falciformes.   
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral  

Identificar novos alvos envolvidos no aumento da síntese da HbF secundários 

ao uso da decitabina, a partir da geração de uma biblioteca de genes e fatores de 

transcrição encontrados diferencialmente expressos após o tratamento com 

decitabina em células CD34+. 

 

2.2 Objetivos específicos  

1- Verificar se há indução de HbF pelo tratamento com o composto decitabina em 

células HUDEP-2. 

2- Relacionar novos possíveis alvos com a síntese de HbF.  

3- Após a identificação dos possíveis novos alvos terapêuticos - estudar suas 

expressões gênicas e proteicas e avaliar pormenorizadamente a produção de 

HbF após o silenciamento gênico dos possíveis alvos encontrados.   
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3.  CASUÍSTICA E MÉTODOS  

 

3.1 Aspectos Éticos 

Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE encontra-se nos anexos), aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Ciências Médicas da UNICAMP, sob número 61602416.5.0000.5404.  

3.2. Cultura de células CD34+  

Para obtenção de células CD34+ foram coletadas amostras de indivíduos 

saudáveis com idade entre 18-50 anos (n=3), com normalidade do padrão 

eletroforético para as cadeias de globinas confirmadas por HPLC. Após isolamento 

com beads magnéticas, as células foram cultivadas por 7 dias com 10% de soro fetal 

bovino, fator de célula-tronco (SCF), IL-3, Eritropoetina (EPO) em meio MSSe, sob 

atmosfera umidificada a 5% de CO₂ e temperatura de 37 °C.  Após 7 dias, as células 

foram centrifugadas e cultivadas com os mesmos fatores e meio de cultura da primeira 

fase, com o aumento da concentração de soro fetal para 30%.  

3.2.1Tratamento da Cultura de células CD34+ com Decitabina 

Células CD34+ (5x106) foram tratadas com o composto decitabina (5-Aza-2′-

deoxycytidine-Sigma-Aldrich) na concentração de 1µM no 9° dia de cultura, no 13° dia 

as células foram coletadas para quantificação da expressão do gene HBG por qPCR 

e da HbF por citometria de fluxo. O controle recebeu água estéril (n=3) (Figura 10). 

3.2.2 PCR array 

A RT2 profiler PCR array (Qiagen) associa duas técnicas: a reação de polimerase 

em cadeia em tempo real (RT-PCR) e expressão de múltiplos genes simultaneamente 

com alta sensibilidade e reprodutibilidade. Foram utilizadas as placas específicas para 

Fatores de Transcriação RT² Profiler™ e Enzimas Epigenéticas Modificadoras de 

Cromatina RT² Profiler™ PCR Array (Qiagen). As reações e procedimentos foram 

realizadas seguindo as instruções do fabricante. Em cada placa foi possível analisar 

simultaneamente 84 genes que codificam proteínas modificadoras de DNA genômico, 

05 genes endógenos, 01 controle de DNA genômico, 03 controles de transcrição 

reversa e 03 controles positivos da PCR. A detecção de expressão gênica por PCR 

array foi realizada no equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems).  
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3.2.3 Análise dos dados e validação da PCR array 

 A análise dos dados foi realizada no site do fabricante: 

http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php. A análise dos dados 

é baseada Ct (threshold cycle) utilizando o método (2−ΔΔCt). Todos os dados foram 

normalizados com relação à expressão dos controles endógenos ACTB e B2M.  

 

Figura 10. Cultura de células CD34+. Coleta, expansão e diferenciação das células, com adição da 

droga no 7º dia da cultura e posterior coleta. Elaborado pela autora, 2023 – BioRender. 

 

3.3 Seleção do tipo celular para edição genética  

A linhagem celular HUDEP-2 (human umbilical cord blood derived erythroid 

progenitor 2) foi utilizada como modelo celular para o processo de edição genética, 

por ser uma linhagem celular precursora eritróide derivada de células progenitoras 

hematopoiéticas com expressão predominantemente da globina β, com baixa 

expressão da globina γ. Essas células foram cultivadas em meio StemSpan™ SFEM 

(StemCell Technologies, Vancouver, BC, Canadá), suplementado com fatores 

específicos: como SCF, Dexametasona, Doxciclina, EPO, Penicilina e Estreptomicina, 

em atmosfera umidificada a 5% de CO₂, a temperatura de 37 °C. 

      3.3.1 Tratamento da cultura HUDEP-2 com Decitabina 

As células HUDEP-2, 1.106 (n=3) foram tratadas com o composto decitabina 

(5-Aza-2′-deoxycytidine-Sigma-Aldrich) nas concentrações de 1, 10, 50 e 100nM, e 

coletadas após, 24, 48, 72 e 96 horas após para mensuração dos níveis de 

hemoglobina fetal por citometria de fluxo e quantificação da expressão de γ-globina 

por qPCR. O grupo controle recebeu água estéril.  
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      3.4 Citometria de Fluxo  

A citometria de fluxo foi utilizada para acompanhar o processo de diferenciação 

eritróide, utilizando os seguintes anticorpos Anti-receptor de Transferrina – CD71 

(conjugado com FITC): marcador de células eritróide jovens; Anti- Glicoforina A- 

CD235 (conjugado com PE): marcador de células eritroides maduras. Para a análise 

dos níveis de hemoglobina fetal, utilizou-se o anticorpo Anti-Hemoglobina Fetal 

(conjugado com FITC): marcação citoplasmática.  Para essa marcação faz-se 

necessário um processo de permeabilização e fixação das células (Kit Fix & Perm -

Cell Permeabilization – Caltag). A concentração de células utilizadas para esta técnica 

foi de 1x105 células para um volume final de 100μL em PBS. As células são incubadas 

com 3-5μL do anticorpo durante 30 minutos, a 4 °C, na ausência de luz. Foram 

adquiridos 10000 eventos para análise no FACS Scalibur SSC/FSC utilizando o 

software Cell Quest (Becton Dickinson).  Para análise utilizou-se o software Flow JO 

(BD). 

3.5 Image Stream Amnis 

Amostras de células HUDEP-2 controle, e dos clones -HNF4a fixadas e 

marcadas para o anticorpo Anti-HbF, foram isoladas e adquiridas utilizando o 

citômetro de fluxo de imagem ImageStream IS100 (AMNIS Seattle, EUA) constituído 

por um laser de estado sólido de 488 nm (40 mW) com a versão do software inspire 

(v 4.1.434.0). Imagens foram obtidas para análise morfológica e visualização das 

diferenças dos níveis intracelulares de HbF em comparação ao controle e aos clones 

editados. Os dados foram analisados usando o software IDEAS v 5.0 (AMNIS).  

3.6 Citospin  

A análise morfológica das células foi realizada a partir de lâminas de citospin 

coradas com Leishman, 2x104 células ressuspendidas em 100 μL de PBS 1%, e 

centrifugadas a 3000 rpm durante 3 minutos em citocentrífuga (CT-2000; Cientec, 

BRA), com posterior coloração. As imagens foram obtidas utilizando o microscópio 

Olympus IX81 (Olympus Optical, JPN). 

3.7 Silenciamento Gênico 

O fator de transcrição encontrado mais diferencialmente expressos nos ensaios 

de PCR array e confirmados pela validação por qPCR, foi selecionado para 

silenciamento em cultura de células HUDEP-2. Os (gRNA) RNAs guia (Tabela 2) 
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foram desenhados utilizando a ferramenta disponível da IDT 

idtdna.com/site/order/designtool/index/CRISPR_PREDESIGN, que fornece 

sequências em diferentes regiões disponíveis dentro da ORF (Open Reading Frame) 

do gene, ranqueando as sequências por pontuação, segundo as maiores eficiências 

e menores possibilidades de ocorrência de offtargets. 

 

Tabela 2. Sequências dos RNAs Guias gerados pela IDT.  

RNA guia Posição Sequência PA
M 

On-
target 
score 

Off-
target 
score 

Hs. 
Cas9.HNF4A.

AA 

4441452
3 

CGGGATCAACGGCGACA
TTC 

GG
G 

54 95 

Hs. 
Cas9.HNF4A.

AB 

4441370
8 

GGGACCGGATCAGCACT
CGA 

AG
G 

55 92 

 

3.7.1 Nucleofecção HUDEP-2  

Para a entrega do complexo (gRNA, tracrRNA e proteína Cas9), 1.106 células 

foram electroporadas com 100 μL do kit P3 Primary Cell 4D- Nucleofector X kit 

(Lonza), juntamente com a proteína Cas9 high fidelity ribonucleoprotein (104 pmol), 

crRNA: tracrRNA (120 pmol) e 1 μM do gRNA, utilizando o programa E0-100 (AMAXA, 

LONZA). Após a nucleofecção, as células foram armazenadas em poços contendo 2 

ml de meio, com troca de meio 24 horas após a nucleofecção. As células HUDEP-2 

nucleofectadas após 48 horas foram condicionadas em placas de 96 poços, com 

concentração aproximada de 50 células por poço em 100 μL de meio de cultura, com 

trocas regulares de meio, até atingirem um número suficiente de células para extração 

de DNA (1.105), aproximadamente 4 semanas. Após a extração do DNA, quantifica-

se o DNA genômico utilizando o espectrofotômetro (NanoDrop Thermo Fisher™ USA) 

(Figura 11). Posteriormente, ocorre a amplificação da região selecionada, utilizando 

primers específicos para a região alvo do gRNA utilizado na nucleofecção. Os 

produtos das reações de PCR foram confirmados pelo tamanho do amplicom na 

eletroforese em gel de agarose 1,5%.  
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Figura 11. Etapas do processo de nucleofecção e expansão em células HUDEP-2. Etapas desde 

o descongelamento das células HUDEP-2, seguida pela expansão e nucleofecção, com posterior 

expansão clonal, validação da edição das sequências alvo. Elaborado pela autora, 2023 – BioRender. 

3.7.2 Sequenciamento 

As reações de sequenciamento foram realizadas no equipamento ABI 3500 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EUA), conforme o protocolo fornecido pelo 

fabricante e otimizado no laboratório, utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit. Utilizamos os mesmos primers que foram sintetizados para 

amplificação dos sítios alvos do fator de transcrição. Foi utilizado cerca de 100ng do 

produto purificado da PCR, 1,0 μL de Big Dye; 2,0 μM de primer forward ou reverse 

(Tabela 3). Após a eletroforese, o software do equipamento gera as sequências e as 

amostras foram alinhadas e comparadas com a sequência controle. Os 

eletroferogramas foram analisados para confirmação da edição genética, como 

deleções ou inserções (indels) de nucleotídeos na sequência alvo.   

Tabela 3. Sequências dos primers utilizados para PCR e Sequenciamento.  

5'- 3' Sequência dos Primers HNF4α 

Forward CACCAGCTGAGTTAGAGGCC 

Reverse CACTACTGCCCACCATCCAC 
  

Forward CCGAGAGAACAGAGCAGTGG 

Reverse TGAAGACTCTGCTTGGCCTG 

3.8 Extração de RNA 

As amostras de RNA foram extraídas utilizando o RNeasy Mini Kit (Qiagen™ 

Germany) segundo o protocolo do fabricante. E as quantificações realizadas através 

da utilização do espectrofotômetro (NanoDrop Thermo Fisher™ USA). 
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3.8.1 Síntese de cDNA 

Para a obtenção da fita-molde de cDNA, todas as amostras foram tratadas com 

DNAse. Para a reação da transcrição reversa, 1μg de RNA total foi transcrito utilizando 

o kit RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas™ Thermo 

Fisher™ USA).  

3.8.2 PCR quantitativo em tempo real (qPCR) 

Para análise de expressão gênica utilizou-se o intercalante de DNA, SYBR® 

Green (Applied Biosystems™ EUA) e para a detecção da amplificação em tempo real, 

o equipamento StepOne Plus® (Applied Biosystems™ EUA). As amostras foram 

amplificadas em duplicata, com o uso de controles negativos (água estéril em 

substituição da amostra), o volume final da reação foi de 12uL (6uL Syber Green, 3 

uL Primers, 3 uL cDNA). Para o cálculo da expressão relativa dos genes alvos, foi 

empregado o método 2(-ΔΔCT), normalizado pela expressão do gene RPLP0 

(Ribosomalprotein lateral stalksubunit P0).  

3.9 Western Blot 

Para validar a alteração na síntese proteica, utilizou-se o sobrenadante 

resultado da lise de 1x106 células com tampão RIPA/+Inibidor de protease. A 

concentração proteica foi mensurada utilizando o método de Bradford. Após a 

quantificação proteica total, adicionou-se 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad, EUA) 

com incubação a 95 °C, durante 5 minutos, sendo conservadas a −80°C.  Para a 

eletroforese utilizou-se 50 μg por amostra em gel de poliacrilamida 4-20% SDS-PAGE 

utilizando o aparelho Mini-Protean (Bio-Rad, EUA). Foram utilizados os anticorpos 

anti-HNF4a (Santa Cruz) 1:1000, anti-gamma globina (Santa Cruz) 1:3000, e o 

endógeno GAPDH (Santa Cruz) 1:5000, ambos produzidos em camundongo.  O 

reagente ECL™ Western Blot Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech, GBR) 

foi utilizado para revelação da membrana por quimioluminescência, detectada pelo 

aparelho Alliance 9.7 Chroma UVIPuro (UVItec Limited, GBR). Análises quantitativas 

da intensidade das bandas foram determinadas utilizando-se o software ImageJ (NIH, 

EUA). A intensidade de expressão proteica foi normalizada pela expressão GAPDH. 
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3.10 Análise Estatística 

  As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software Prism versão 8 

(GraphPad, La Jolla, CA, EUA). Os resultados são expressos como média ± erro 

padrão da média. Para a comparação entre dois grupos independentes, utilizou-se o 

teste T de Student para dados não pareados, e para a análise entre mais de dois 

grupos, a análise de variância (ANOVA) foi empregada.  

3.11 Análise Bioinformática 

Para as análises de bioinformática, os genes HBG1/2 e HNF4α genes que foram 

utilizados, para a avaliação das vias e funções celulares compartilhadas entre esses 

genes, foi realizada utilizando a plataforma ShinyGO 

(http://bioinformatics.sdstate.edu/go/), com dados fornecidos pelo Gene Ontology 

(http://geneontology.org/).  
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4. RESULTADOS  

 

4.1 Indução da Hemoglobina Fetal  

O aumento significativo da expressão de cadeias γ-globinas foi mensurado por 

HPLC (Figura 12) nas culturas celulares CD34+ tratadas com decitabina no 9º dia de 

cultura em comparação com as culturas controle. 

 

Figura 12.  Células CD34+ tratadas com decitabina. A. Citometria de fluxo do 7º dia de cultura, no 

eixo x visualiza-se células positivas à marcação anti-receptor de transferrina CD-71 (marcador de 
células eritroides jovens) e no eixo y, células marcadas para anti-glicoforina A- CD235 (marcador de 
células eritroides maduras). B. Quantificação das cadeias globínicas por HPLC das células CD34+ γA e 

γG controle e tratadas com decitabina 1 μM. (n=3) 

4.2 Análise dos genes diferencialmente expressos   

Na análise da expressão gênica relativa (log2 da razão de intensidade de luz 

emitida pelos genes do grupo tratado e do grupo controle) (Tabela 4), os valores 

considerados foram subexpressão (fold change < −2), superexpressão (fold change > 

2) ou sem diferença significativa (-2 < fold change < 2).  Das 84 enzimas epigenéticas 

modificadoras de cromatina, avaliadas, 24 (28,5%) estavam diferencialmente 

expressas após o tratamento com decitabina (5-AZA-2), no gráfico de dispersão 

(Figura 13) visualiza-se os 05 genes superexpressos e o percentual de subexpressão. 

Dos fatores de transcrição avaliados: 21 (25%) mostraram diferenças de expressão.  
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Figura 13. Genes diferencialmente expressos após o tratamento com decitabina em células 

CD34+. Dos 168 genes analisados, aproximadamente 3% estavam superexpressos, sendo 3 fatores de 
transcrição (HNF4α, HNF1α e TCF7L2) e 2 enzimas relacionadas a conformação da cromatina (AURKC 
e SMYD3). Destaca-se o fator de transcrição MYC com maior hipoexpressão após tratamento.   

 

 

 

 



45 
 

 

Tabela 4. Análise da expressão após tratamento com decitabina em células CD34+.   

 

4.3 Seleção do fator de transcrição e linhagem celular para silenciamento 

utilizando a ferramenta de edição CRISPR/Cas9 

4.3.1 Tratamento das células HUDEP-2 com 5-aza-2’ (decitabina) 

Células HUDEP-2 foram tratadas com diferentes concentrações de decitabina 

(1nM, 10nM, 50nM e 100nM), e coletadas nos tempos de 24, 48, 72 e 96 h após a 

adição da droga, o grupo controle recebeu água estéril em substituição a droga.  A 

avaliação da indução de HbF, foi realizada a partir da quantificação dessa expressão, 

por imunofluorescência, expressão gênica e proteica (Figura 14).  
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A concentração preconizada foi 50nM pelo período de 72 h, pelo melhor perfil 

em relação ao aumento na síntese de HbF/viabilidade. As células HUDEP-2 

apresentam um padrão de indução da HbF, semelhante ao observado nas células 

CD34+, tornando possível a utilização dessa linhagem para a avaliação da expressão 

dos genes encontrados diferencialmente expressos nesse estudo.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Análise das células HUDEP-2 tratadas com decitabina. A. Quantificação da expressão de 

globina γ normalizadas por GAPDH, maior expressão proteica nas amostras tratadas com decitabina.  B. 
Citometria de células positivas para hemoglobina fetal grupo controle (HbF 0,75%) e tratado (HbF 13,9%). 

C. Expressão gênica de globina γ superexpressa nas células tratadas (n=3). 
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4.4 CRISPR/Cas9 em células HUDEP-2 

O fator de transcrição HNF4α (fator de hepatócitos nuclear 4 alpha) (Figura 15) 

foi o candidato para silenciamento em células HUDEP-2, por apresentar o maior 

diferencial de expressão após a indução de HbF em células CD34+.  

 

Figura 15. Fator de hepatócitos nuclear 4 alpha. A. HNF4α participa do processo de embriogênese, 

no desenvolvimento do intestino, fígado, pâncreas e rim e no processo de coagulação sanguínea. B. 

Rede regulatória primária de interação do HNF4α, com um importante destaque para o gene HIC2, um 

importante repressor de BCL11A. (A. Elaborado pela autora, 2023 - BioRender; B. Adaptado de 

ismara.unibas.ch/HNF4A.html ) 
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Os guides RNA Hs. Cas9.HNF4α. AA (CGGGATCAACGGCGACATTCGGG) e 

Hs. Cas9.HNF4α. AB(GGGACCGGATCAGCACTCGAAGG)  foram 

sintetizados pela IDT,  selecionados de acordo com o melhor score (maior 

precisão/menor possibilidade de off targets).    

 Os guides selecionados apresentaram especificidade para todas as isoformas 

do gene alvo (Figura 16). Após  padronização do método contendo o guide e a 

proteína Cas9, responsável pelo corte no DNA na célula, as células foram 

nucleofectadas com o complexo (Figura 17). 

 

Figura 16. Alinhamento das isoformas do gene HNF4α. A. Guide AB regiao do 4º éxon . B. Guide 

AA região do 5º éxon.  

 

 

 

 



49 
 

 

 A HUDEP-2 apresenta auto fluorescência laranja/vermelho, resultado da 

edição genética realizada durante o processo de transformação das células do cordão 

umbilical CD34+ em células imortalizadas. A incorporação do complexo 

RNPCas9+RNAguias (Figura 18) pode ser visualizado 24 horas após a nucleofecção.  

 

Figura 17. Representação esquemática da técnica CRISPR/Cas9. A. Gene HNF4α possui dois 

promotores (P1 e P2) que produzem 12 isoformas através de splicing alternativo (Adaptado de 
HERERA-PULIDO et al., 2023) B. Modelo ilustrativo da entrega do RNA guia e da Cas9, ativação da 
via de junções não homológas, seguido pelo processo de transcrição e tradução de uma proteína não 
funcional. Elaborado pela autora, 2023 – BioRender.  
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Figura 18. Microscopia de Fluorescência invertida das células HUDEP-2 após nucleofecção. A e 

B Células controle e células nucleofectadas para o fator de transcrição HNF4α em campo claro. C e D 

na fluorescência vermelha, observa-se pontos mais intensos (setas brancas) no citoplasma das células 
referentes ao pigmento presente na solução de nucleofecção ATTO 550 IDT nas células que receberam 
o complexo gRNA+Cas9. Aumento de 20x. 

Após 48 horas da nucleofecção, células que foram editadas para HNF4α foram 

sequenciadas para análise da eficiência da edição gênica. Na Figura 19, ocorrência 

de trocas de bases na sequência alvo. Entretanto, nesse período pós nucleofecção 

não houve alteração significativas dos níveis da HbF mensurados por citometria de 

fluxo (Figura 20). Nesse protocolo 1x106 células passam pelo processo de 

nucleofecção, porém o complexo de edição não atinge todas as células, além da 

limitação da eficiência que o próprio RNA guia apresenta.  
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Figura 19. Eletroferograma da região referente ao HNF4α 48 horas pós nucleofecção. A. Controle. 

B. Pool -HNF4α com alterações de bases .  

 

 

 

 

 

Figura 20. Intensidade de fluorescência para HbF 48 horas após a nucleofecção do guide HNF4α. 
Controle e células nucleofectadas para o fator HNF4α.  

Diante dos resultados obtidos na análise de todas as células nucleofectadas, 

optou-se pelo isolamento clonal mais homogêneo possível, as células nucleofectadas 

foram divididas em placa de 96 poços, 48 h após a nucleofecção, nas concentrações 

aproximadas de 1/20 μL, 10/20μL, 20/50μL e 50 células suspensas em 100μL de meio 

SFEM suplementado.  Os resultados apresentados nesse trabalho foram resultados 

da proporção de 20 a 50 células por poço expandidas inicialmente. As demais 

concentrações não permitiram a proliferação celular, limitando a análise da edição 

gênica. Por isso, os resultados apresentados do silenciamento do gene HNF4α, foram 

análises da expansão de células heterogêneas (editadas e não editadas para HNF4α), 

não sendo possível mensurar a quantidade total de células silenciadas nesse trabalho; 

para essas populações utilizou-se a nomenclatura de pools celulares. 
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4.5 Validação da edição gênica e análise da eficiência de edição 

Após a expansão clonal, com extração do DNA genômico, amplificou-se por 

PCR o fragmento da região do éxon 4 (FOWARD: 

CACCAGCTGAGTTAGAGGCC/REVERSE: TGAAGACTCTGCTTGGCCTG) com 

tamanho de 1560 pb, essas amostras foram sequenciadas (Figura 21), com 

identificação de 5 pools apresentando alterações de base na região de corte. A 

quantificação da eficiência de corte, com inserções ou deleções, foi realizado 

utilizando a plataforma TIDE (Figura 22), que compara as sequências da amostra 

controle com as amostras editadas. 

 

Figura 21. Sequenciamento do cromossomo 20, locus gênico HNF4α.  A. Sequência controle. B. 

Sequência com indel na região alvo do gene HNF4α na posição dos cortes gerados pela Cas9. 

(Sequência do RNA guia: GGGACCGGATCAGCACTCGA AGG). 

A alteração na sequência de bases provoca alteração na leitura do DNA, 

possibilitando a transcrição de um aminoácido de parada precoce ou substituição do 

aminoácido, com consequente interrupção do processo de tradução proteica ou 

gerando uma proteína truncada não-funcional. A eficiência da edição gênica pode ser 

visualizada na figura 23, calculada na plataforma TIDE. 
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Figura 23. Alinhamento dos pools editados para o gene HNF4α com a sequência controle.  

Observa-se a eficiência de corte dos clones na região referente aos RNAs guias, em comparação a 
sequência do gene sem alteração. Em amarelo sequência PAM e em vermelho troca de bases na 
sequência dos pools. 

 

Figura 22. Eficiência de edição da Cas9. A. Pool sem alteração de base na região esperada de corte pela 

Cas9. B. Pool apresentando 63% de eficiência de corte, com inserções e deleções estimadas.   
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24. Estrutura da Proteína HNF4α. A. Proteína ligada ao DNA e peptídeos derivados do coativador, 

essa estrutura atua como um sistema de transmissão, capaz de propagar sinais entre os domínios de 

ligação ao ligante e de ligação ao DNA (CHANDRA et al., 2013). B. Proteína HNF4α sobreposta pela 

proteína resultante da edição com CRISPR/Cas9, região em cinza não traduzida nos pools. C. 

Modelagem da sequência de aminoácidos do pool -HNF4α. (Imagens geradas pela plataforma SWISS-

MODEL) 

 

4.6 Validação do silenciamento do gene HNF4α 

As amostras que apresentaram modificações na sequência alvo, foram 

cultivadas e expandidas até atingirem o número necessário de células para os 

procedimentos de validação do silenciamento e mensuração da HbF. A proteína total 

foi extraída e analisada por Western Blot utilizando os anticorpos Gamma globina, 

GAPDH e HNF4α (Figura 25). O RNA foi extraido e transcrito para a quantificação da 

expressão gênica por qPCR dos mesmos alvos proteicos (Figura 26), os pools 

apresentaram menores expressões para o fator de transcrição HNF4α tanto ao nível 

proteico quanto ao nível transcricional.  
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Figura 25.  Expressão proteica HNF4α A. Western blot das células controle e HNF4α silenciadas. B. 

Quantificação da expressão da proteína do HNF4α corrigida pela expressão de GAPDH. As populações 
editadas para esse fator de transcrição apresentaram variada expressão entre elas, no entanto, com 

considerável diminuição na expressão em relação a HUDEP-2 controle. Análise estatística ANOVA p= 
0,0023. 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. PCR quantitativo da expressão gênica HNF4α. A diminuição da expressão do HNF4α foi 

significativa em relação ao controle, mostrando o sucesso no silenciamento desse gene (Normalizado 

por GAPDH). 
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4.7 Avaliação dos níveis da HbF após o silenciamento do HNF4α  

As células HUDEP-2 expressam predominantemente HbA e se assemelham 

mais às células eritroides adultas, com pellets em tons de branco/rosa. As células que 

sofreram edição apresentaram considerável mudança no fenótipo celular (Figura 27),  

  A avaliação da expressão proteica da HbF (Figura 28) nas populações editadas 

foi comparada a fluorescência positiva para HbF nas células marcadas para o 

anticorpo anti-HbF, utilizando citometria de fluxo, esses pools - HNF4α, apresentaram 

significativamente mais HbF em comparação ao controle (Figura 29) com índices de 

expressões variáveis entre os pools. Na análise estatística os pools apresentaram na 

população A-10,5% ± 2,8, B-3,3± 1,4, C-7,9 ± 2,1, D-4,1 ±2,15 e E-6,9±2,3, enquanto 

expressão nas amostras controle foi de 0,7 ± 0,1.  

Figura 27. Pellets de células HUDEP-2 indiferenciadas. Controle e pools silenciados para o 

HNF4α expressando diferentes concentrações da hemoglobina. 
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Figura 28. Citometria de Fluxo para HbF nas células HUDEP-2. A produção da HbF foi mensurada 

utilizando a proporção de células positivas para HbF (Anticorpo anti-HbF conjugado com FITC) de cada 
pool (quadro vermelho) em comparação ao controle (quadro azul). Os 5 pools com expressão diminuída 

do gene HNF4α apresentam ampla variabilidade na quantidade de células positivas para HbF.  

 

Figura 29.  Intensidade de fluorescência média dos clones editados para HNF4α em relação ao 

controle (HUDEP, n=5). A produção da HbF foi avaliada por citometria de fluxo em diversos momentos 
pós-confirmação do silenciamento para HNF4α. Observa-se a variação na expressão de HbF entre as 
populações, com um padrão de expressão para cada pool, a população A seguida da população C 

apresentam maior expressão de HbF em relação ao controle HUDEP-2. Análise estatística ANOVA p= 
0,0001. 
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4.8 Análise morfológica das células silenciadas  

Durante o cultivo das células foram realizados experimentos para análise 

morfológica dessas células editadas, utilizando citospin e microscopia de imagem 

(AMNIS). A observação da morfologia celular foi utilizando para identificar possíveis 

alterações, relacionadas ao processo de edição genética, nas células que sofreram 

edição genética e apresentavam silenciamento para o gene HNF4α. Na figura 30, 

observa-se a morfologia das células controle e das células silenciadas. A variabilidade 

de células em estágios de diferenciação é similar tanto no controle quanto nas células 

-HNF4α, nota-se a presença de células precursoras eritroides, pró-eritroblastos, 

eritroblastos basófilicos e policromáticos, sem alterações na morfologia celular.   

 

Figura 30.  Microscopia das células HUDEP-2, controle e editadas -HNF4α. A partir da análise da 

morfologia observa-se células semelhantes no grupo controle e nos pools. Nota-se a presença de pró-
eritroblastos, eritroblastos policromáticos (seta vermelha), basófilos (seta verde) ortocromático (seta 

branca), aspectos e diferenciação celular correspondente com a cultura de células HUDEP-2 , observa-
se células em divisão celular (telófase). Aumento 100x. 

Para análise individual da morfologia celular e a avaliação da presença e 

concentração da hemoglobina fetal utilizou-se a citometria de fluxo AMNIS. A célula 

HUDEP-2 apresenta níveis de HbF semelhante a células hematopoiéticas adultas, no 

controle (Figura 31) visualizou-se esse padrão, pouca ou ausente expressão de HbF, 

enquanto nas células silenciadas para HNF4α foi nítida a fluorescência positiva para 

HbF e maior percentual positivo para HbF, a partir dessa análise destaca-se o 

aumento nos níveis da HbF nas células silenciamento para HNF4α.  
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Figura 31. Microscopia de imagem – AMNIS, em células controle e silenciadas para HNF4α. A. 

Células HUDEP-2 controle isoladas em campo claro (BF). No canal referente a fluorescência para HbF 
não é possível identificar marcação. B. Células -HNF4α em campo claro apresenta morfologia 
semelhante ao controle, com intensa marcação para HbF (marcação verde).  

A expressão da globina γ nas células foi avaliada por Western Blot (Figura 32) 

e por qPCR (Figura 33) nas populações controle e silenciadas para HNF4α. 

Confirmando os resultados anteriores, onde as células que apresentaram alterações 

na sequência de nucleotídeos na região codificante do gene HNF4α apresentaram 

maior expressão da HbF. 
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Figura 32. Quantificação da proteína gama. A. Western blot das células editadas para HNF4α e 

controle para a proteína gama e GAPDH. B. Quantificação da expressão de gama globina corrigida 
pela expressão de GAPDH. 

 

 

 

 

 

 

Figura 33.  PCR quantitativo da expressão gênica do gene HBG1. Nota-se expressivo aumento da 

globina gama nas amostras silenciados para HNF4α em comparação HUDEP-2 não editada. 
(Normalização por GAPDH) 
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Figura 34.  Citometria de Fluxo. Células Hudep-2 controle e silenciadas para HNF4α marcadas 

para HbF, colunas lado esquerdo (sem tratamento – controle), colunas do lado direito tratadas com 

decitabina 50nM por 72 horas.  Os pools tratados aumentaram a produção de HbF após tratamento.  
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4.9 Principais funções celulares compartilhada pelos genes HBG e 

HNF4α 

Buscando identificar a possível interação do fator de transcrição HNF4α e a 

regulação do gene HBG (Figura 35), utilizou-se análise in silico, dados de 

enriquecimento funcional das 10 principais funções celulares compartilhadas entre os 

genes.  Figura gerada a partir da plataforma ShinyGO 

(http://bioinformatics.sdstate.edu/go), com dados fornecidos pelo Gene Ontology 

(http://geneontology.org/).  

 

Figura 35. Gráfico de Enriquecimento Funcional dos genes HBG1, HBG2 e HNF4α. Principais 

funções moleculares dos genes HBG1. HBG2 e HNF4α.  Dados normalizados com o -Log10. 
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5. DISCUSSÃO  

 

Durante o desenvolvimento biológico, as células transitam pelo estágio 

embrionário, fetal, até o momento que adquirem as características dos tecidos 

maduros. Os mecanismos que impulsionam as mudanças durante este processo, 

ainda não são completamente elucidados. Entretanto, alguns mecanismos 

regulatórios já descritos estão atuando, durante esse processo, há ativação ou 

inativação de vias regulatórias orquestradas por uma série de fatores de transcrição, 

algumas regiões são mais acessíveis (eurocromatina) a determinadas interações de 

fatores transcricionais que reconhecem e se ligam a essas sequências no DNA 

durante o estágio fetal, e podem estar indisponíveis no estágio posterior 

(heterocromatina). A hemoglobina fetal é um exemplo dessa regulação durante o 

desenvolvimento, a região correspondente aos genes HBGs na fase adulta estão 

metiladas, consequentemente inativas à transcrição. A metilação do DNA é um dos 

principais mecanismos epigenéticos envolvidos na expressão gênica, estabilidade 

genômica e na diferenciação celular (LIU et al., 2023). 

No presente trabalho, investigou-se a ação da decitabina, fármaco repressor 

da metilação do DNA, sobre a regulação da HbF em células eritroides primárias, 

buscando novos alvos gênicos ainda não associados com essa regulação. A 

metabolização desse composto, acontece por fosforilação sequencial, realizada pela 

ação das enzimas fosfoquinase, com mudanças estruturais, até a forma passível de 

incorporação ao DNA, umas das principais consequências desse processo é a inibição 

das DNA metiltransferases (DNMT), resultando em hipometilação de regiões que 

estavam anteriormente metiladas no genoma.   

A DNMT1 é a principal metiltransferase responsável pela adição de um 

grupamento metil (CH₃) na base C (citosina) nas ilhas CpG após a replicação do DNA, 

sendo responsável pela manutenção do padrão de metilação para as células-filhas.  

Condizente com as informações na literatura acerca dessa regulação, houve a 

repressão do gene DNMT1, subexpresso nas culturas de células CD34+ tratadas com 

decitabina, na ausência da DNMT1 não ocorre a adição do grupo metil na região 

promotora do gene HBG1, permitindo a transcrição deste gene, com aumento direto 

dos níveis da HbF (PARKER et al., 2021) 
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A família DNMT é composta pela DNMT1, DNMT3A e DNMT3B, as duas 

últimas são significantemente expressas em células indiferenciadas, com atuação 

crítica durante o desenvolvimento humano, a interação funcional entre DNMT3A e 

DNMT3B é essencial tanto na regulação epigenética durante o desenvolvimento, 

quanto para o desenvolvimento de neoplasias. Estudos de análise estrutural dos 

complexos DNMT3A e DNMT3B, associam essas enzimas preferencialmente ligadas 

aos nucleossomos, sem envolvimento direto na metilação do DNA, entretanto esse 

processo ainda não está completamente descrito (XU et al., 2020; GAO et al., 2020). 

Nesse trabalho, não foi quantificada a expressão das DNMT3, que poderiam indicar 

se houve alterações na conformação do nucleossomo em regiões onde elas se ligam.  

Mabaera et al., 2008, testaram o papel da hipometilação do DNA na indução 

da expressão da globina γ pela 5-azacitidina, utilizando RNA de interferência (siRNA) 

para regulação negativa do gene DNMT1 para induzir a expressão da globina γ em 

progenitores eritroides humanos, sugerem que a diminuição na metilação do promotor 

globina γ induzidas pela ação da droga 5-azacitidina não é o principal causa da 

indução do gene HBG e da produção de hemoglobina fetal (HbF), com o aumento da 

síntese da HbF sendo um efeito secundário relacionado à ativação do HBG 

relacionado a outros agentes. No nosso estudo, utilizou o composto 5-aza-2’, oriundo 

da família dos análogos de citidina e com perfil epigenético semelhante a 5-aza, 

observou-se expressão diminuída do DNMT1, acompanhada de alterações de 

expressão de diversos genes, não sendo possível definir um único mecanismo 

envolvido ao utilizar drogas epigenéticas como a decitabina para síntese de HbF.  

Modificações epigenéticas realizadas pela família HDAC (histona deacetilase) 

que atuam removendo grupos acetil (CH₃CO) em histonas, participam da 

compactação e silenciamento de determinadas regiões do DNA. Quando há o 

bloqueio da atividade dessas enzimas, através dos inibidores de HDAC, observa-se 

um aumento na acetilação dessas histonas, permitindo a associação com o DNA, 

tornando as regiões codificantes permissivas para a transcrição (ESRICK et al., 2015).  

BRADNER et al., 2010, demonstraram que a diminuição na expressão de HDAC1 ou 

HDAC2 é suficiente para indução de HbF, como observado nesse estudo nas células 

CD34+ tratadas com decitabina. Adicionalmente, foio observado a subexpressão das 

enzimas HDAC3 e HDAC4 na nossa análise, enquanto a HDAC9 foi identificada 

superexpressa em relação ao controle após o tratamento.  
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Algumas enzimas encontradas diferencialmente expressas anteriormente 

nesse ensaio, como: PRMT1, TCF7L2, c-MYC, c-MYB, SP1, STAT5, SETD8 e 

EHMT2 já são descritas na regulação da HbF, no entanto, ainda não estavam 

relacionadas com o tratamento da decitabina em células primárias eritroides (VAN 

DIJK et al., 2010; BAUER et al., 2012; RENNEVILLE et al., 2015). 

A família de PRMTs é composta por 9 tipos de proteínas argininas 

metiltransferases, importantes reguladores epigenéticos, adicionam o grupo metil 

(CH₃) na cadeia lateral da arginina em proteínas histonas e não histonas, essa região 

frequentemente se projeta das superfícies das proteínas para permitir ligações e 

interações com outras proteínas e ácidos nucleicos. Modificações pós transcricionais  

(MPT) podem alterar processos biológicos como interações de proteínas, sinalizações 

celulares, diferenciação celular, reparo do DNA, splicing, transcrição e 

consequentemente na tradução do mRNA (GUCCIONE; RICHARD 2019; WANG et 

al., 2021). Os resultados da subexpressão encontrados nesse estudo, são 

condizentes com os estudos relacionados ao silenciamento dessas enzimas.  

 PRMT1 é responsável pela metilação da arg-3 da histona H4 (H4R3me2a), 

associado com a regulação da hemoglobina fetal pela interação com o gene FOP 

(Friend of PRMT1). Seu silenciamento é acompanhado pelo aumento da expressão 

do gene HBG1 em cultura de células primárias eritroides, com a hipótese na qual 

alterações estruturais na histona H4, permitem a exposição da região enhancer e 

promotora do gene HBG.  (VAN DIJK et al., 2010; WANG et al., 2020). Assim como 

PRMT1, PRMT4 (CARM1-arginina metiltransferase 1 associada ao coativador), 

subexpresso nesse ensaio, é associado com a regulação da globina γ. O 

silenciamento de CARM1 em células K562, resultou no aumento da síntese de HbF. 

Adicionalmente CARM1 metila PRMT5 para reprimir a expressão do gene da globina 

γ em células K562, a metilação do PRMT5 desempenha um papel crítico para 

repressão da expressão do gene HBG (BEDFORD; CLARKE, 2009; NIE et al., 2018; 

LI et al., 2013). 

SETDs são descritas pelo seu papel na regulação da metilação de histonas. 

SETD8, é a única histona metiltransferase capaz de metilar a histona H4 na posição 

da lisina 20 (H4K20me1), estando expressa em níveis significativamente mais altos 

nas células eritroides do que em qualquer outro tipo de célula ou tecido (KINGSLEY 
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et al., 2013). Malik et al., 2015, realizaram o silenciamento de SETD8 que resultou na 

perda de H4K20me1 e ganho de acetilação H4 no promotor GATA2, sugerindo que o 

SETD8 pode ser um importante regulador da maturação eritróide, através da 

repressão de GATA2. Na nossa análise, SETD6 e SETD8 estão subexpressos após 

a indução da HbF pela decitabina.   

Nesse trabalho o fator de transcrição HNF4α foi selecionado para silenciamento 

em células HUDEP-2, essa escolha foi baseada pelo maior perfil diferencial de 

expressão após tratamento com decitabina em células CD34+ e pela ausência de 

descrições desse fator relacionadas ao controle na expressão do gene HBG, 

tornando-o um candidato promissor como novo alvo terapêutico.  

O fator nuclear de hepatócitos 4 alpha, também, conhecido como NR2A1 é um 

fator de transcrição altamente conservado da superfamília de receptores hormonais 

nucleares (NR), com 78 kDa formado por 465 aminoácidos.  O HNF4α apresenta 317 

alvos de interação descritos, com principais atuações no controle de diversos 

processos metabólicos, sendo altamente expresso no fígado, intestino, pâncreas e 

rim, participando na regulação de enzimas glicolíticas, no metabolismo da glicose e 

lipídico e no processo de coagulação sanguínea (fator VII e IX) (ARBINI et al., 1997; 

HAYHURST et al., 2001; HWANG-VERSLUES et al., 2010).  

Mutações identificadas no gene HNF4α estão associadas a diabetes de início 

na maturidade nos jovens (Maturity Onset Diabetes of the Young- MODY1). Enquanto 

polimorfismos na região promotora do HNF4α estão correlacionados ao maior risco 

para diabetes tipo 2 (LOVE-GREGORY; PERMUTT, 2009). 

  O HNF4α atua nos processos de diferenciação e manutenção das células 

hepáticas., onde a família dos HNFs desempenha um papel essencial e relacionadas 

ao estresse oxidativo (ZHOU et al.,2014; MALECKI et al., 1999).  HNF1α pertence à 

família HNF, sendo regulado por HNF4α pela ligação à sua região promotora proximal, 

corroborando com a superexpressão do HNF1α descrita nesse trabalho.  

Os RNAs guias utilizados nesse estudo, apresentavam especificidade para 

todas as isoformas do HNF4α, entretanto, com os experimentos realizados, não 

podemos descrever quais e quantas isoformas podem ter sido silenciadas nas células 

HUDEP-2.  Rastinejad et al., 2023, argumentaram que a versatilidade desse fator de 

transcriação, com suas diferentes isoformas e atuações em diversos tecidos, podem 

funcionar como ativador ou repressor transcricional no mesmo gene. Adicionalmente, 
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foi descrito isoformas do HNF4α em eritroblastos e identificação de um SNP 

rs1800961 em novos loci associados a características dos glóbulos vermelhos 

(BELALI et al., 2023; CHAMI et al., 2016).  

O silenciamento do gene HNF4α em células HUDEP-2, elevou a síntese de 

HbF, HUDEP-2 apresenta baixa expressão do gene HBG. VETÕ et al., 2017, 

mostraram que o promotor da globina β é desprovido de acetilação e ligação ao 

HNF4α, corroborando nossos resultados que esse fator de transcrição participou da 

regulação específica da gama globina e no aumento da síntese da hemoglobina fetal. 

Sugere-se que HNF4α pode estar relacionado indiretamente a região promotora do 

gene HBG, interagindo com possíveis genes reguladores do gene HBG, pela alteração 

na expressão de cofatores ou enzimas regulatórias. Até o momento, não há uma 

associação e descrição do HNF4α na regulação da globina gama.  

Há 10.290 sequências ligadas ao HNF4α mapeadas no genoma, sendo 5.820 

em genes únicos. Alguns coativadores já foram descritos relacionados ao domínio AF-

2 em HNF4a. Esses coativadores incluem as histonas acetiltransferases (HATs) CBP 

e p300, membros da família p160 de coativadores (SRC-1 e GRIP-1) e o complexo 

Mediador.  PRMT1, descrita anteriormente, atua como coativador do HNF4α, 

apresenta um papel ambíguo na modulação da atividade transcricional desse gene: 

atua na regulação da atividade de ligação do HNF4α ao DNA; e também na metilação 

de histonas, pois a metilação do Arg-91 aumenta a afinidade ao DNA, com a interação 

depende da região DBD do HNF4α (resíduos 50–103) (Rastinejad et al., 2023).  Genes 

regulados ativamente por HNF4α, apresentam a acetilação de histonas H3K27ac, uma 

marca registrada dos genes ativos (WANG et al., 1998; MALIK et al., 2002; MAEDA 

et al., 2002). 

As vias biológicas e funções celulares compartilhadas pelos genes HBG1, 

HBG2 e HNF4α encontradas nas análises de bioinformática, destaca-se a via de 

coagulação sanguínea e hemostasia sanguínea, corroborando com os dados na 

literatura onde HNF4α participa da regulação de fatores da cascata de coagulação 

(HWANG-VERSLUES et al., 2010).  

As últimas décadas foram acompanhadas por intensos estudos relacionados a 

modificações epigenéticas, ampliando o conhecimento sobre modificações pós-

translacionais. A compreensão dos processos regulatórios sobre o gene HBG 
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possibilita a identificação e quantificação dos possíveis participantes desse processo 

(sítios de ligação, motifs, interação com fatores de transcrição, regulação repressiva 

ou permissiva de enzimas acetiltransferases, ou metiltranferases) relacionados à 

repressão desse gene.  

Nesse estudo, células HUDEP-2 silenciadas utilizando a ferramenta 

Crispr/Cas9 para o fator de transcrição HNF4α, expressaram significativamente mais 

HbF em comparação ao controle, com índices de expressões variável entre as 

populações tanto para HNF4α, quanto na produção de HbF. Os resultados 

apresentados sugerem a participação do fator de transcrição HNF4α na regulação do 

gene de globina γ em células HUPED-2, cujo mecanismo ainda não está esclarecido. 

Mais estudos são necessários para melhor compreensão dessa regulação e quais 

outros fatores podem estar atuando com HNF4α nesse processo.  

Os dados apresentados sugerem um mecanismo regulatório no qual um fator 

de ligação pode controlar a atuação de metiltransferases, modulando diretamente a 

sua ligação ao DNA. A regulação do gene HBG através do silenciamento dos genes 

PRMT1, PRMT4 e PRMT5 já foi relatada (VAN DIJK et al., 2010; LI et al., 2013), sendo 

o PRMT1 coativador do HNF4α, nos direcionou na interpretação dos resultados e 

propomos a associação destes genes como possível mecanismo para o incremento 

da síntese de HbF. Entretanto, mais estudos são necessários para avaliar a ligação 

do HNF4α aos seus coativadores buscando observar as possíveis modificações pós-

translacionais. Estudos da análise da metilação do DNA, utilizando técnicas como o 

sequenciamento de bissulfito de representação reduzida (RRBS), ATAC-Seq 

(acessibilidade da cromatina), podem ajudar na caracterização dos processos 

envolvidos regulação do gene HBG no modelo de células silenciadas para HNF4α 

apresentado nesse estudo.  

Os resultados desse estudo enfatizam que a regulação transcricional é um 

sistema complexo, que não pode ser erroneamente atribuído ao efeito direto de um 

único componente, como a metilação do DNA, ou o silenciamento de um único gene.  

Em conjunto, essas observações indicam que ao utilizar uma droga com efeito 

epigenético como a decitabina, diversas alterações gênicas são esperadas. 

Entretanto, não são todos os genes encontrados diferencialmente expressos 

envolvidos no processo regulatório do gene HBG 
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6.  CONCLUSÃO 

 

Utilizando ferramentas de análise da expressão gênica diferencial em células 

CD34+ tratadas com 5-aza-2 foi possível identificar pela primeira vez um conjunto de 

novos genes diferencialmente expressos pela ação da decitabina, um conhecido 

fármaco indutor da expressão de HbF. 

1- Este estudo avaliou a ação da decitabina (5-aza-2) na expressão de 168 

genes (84 fatores de transcrição e 84 Enzimas Epigenéticas Modificadoras 

de Cromatina) em cultura de células CD34+. Após análise, foram 

identificados 45 genes diferencialmente expressos (5 superexpressos e 40 

com expressão reduzida)  

2- Observou-se a indução da HbF em cultura de células HUDEP-2 pela ação 

da decitabina (dados da citometria de fluxo: 0,75% no grupo de células 

controle vs 13,9% no grupo de células tratadas. Desta forma, devido à 

semelhança no perfil de expressão da HbF observado em cultura de células 

CD34+ foi possível a utilização do modelo de cultura de células HUDEP-2 

para avaliação funcional do silenciamento do gene alvo. 

3- O fator de transcrição HNF4α foi selecionado para os ensaios de 

silenciamento gênico por CRISPR-Cas9,  apresentou expressão aumentada 

(fold change >26) em células CD34+ após o tratamento com decitabina. 

Adicionalmente, apresenta interação com PRMT1, cujo silenciamento foi 

associado à regulação do gene HBG. Observou-se aumento significativo na 

expressão da HbF (p=0,0001), mensurada por citometria de fluxo, após o 

silenciamento do gene HNF4α em 5 pools de células HUDEP-2, comparado 

ao controle HUDEP-2, com intensidade de fluorescência variável entre 

1,65% a 10,4% nos 5 pools vs ±0,7% no controle. Destaca-se que a 

alteração genetica no locus gênico do HNF4α não alterou a morfologia 

nessa linhagem celular. 

Os dados apresentados nesse estudo, sugerem que o fator de transcrição 

HNF4α pode desempenhar um papel na regulação do gene da globina γ em células 

HUPED-2, o qual o mecanismo ainda não está esclarecido. Este estudo, abre caminho 

para mais pesquisas relacionadas a genes/ fatores de transcrição usualmente não 

correlacionados à regulação gênica do gene HBG. O resultado inédito e instigante da 
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atuação do HNF4α, indica a necessidade de estudos que busquem esclarecer 

principalmente as alterações epigenéticas que possam estar envolvidas com os níveis 

intracelulares da HbF nas células HUDEP-2 silenciadas para esse fator.  

Em seu conjunto esse trabalho apresenta uma prova de conceito, é possível a 

partir do uso de uma droga indutora da produção de HbF, identificar genes 

diferencialmente expressos em células primarias hematopoiéticas para incrementar a 

quantidade de HbF.   
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ANEXO 1  

Anexo 1 - Formulário de Consentimento Livre e Esclarecido  

 

                 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

PARTICIPANTES DA PESQUISA 

(Doadores de sangue) 

Título da pesquisa: Análise da expressão gênica global em cultura de células CD34+ 

e K562 induzidas com Decitabina e outros agentes indutores de HbF. 

Nome dos responsáveis: Fernando Ferreira Costa; Ingrid Grazielle Sousa 

Número do CAAE: 61602416.5.0000.5404 

Você está sendo convidado a participar de um estudo. Este documento, 

chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus direitos 

como participante e é elaborado em duas vias, uma que deverá ficar com você e 

outra com o pesquisador. 

Por favor, leia com atenção e calma, aproveitando para esclarecer suas 

dúvidas. Se houver perguntas antes ou mesmo depois de assiná-lo, você poderá 

esclarecê-las com o pesquisador. Se preferir, pode levar para casa e consultar seus 

familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Se você não quiser 

participar ou retirar sua autorização, a qualquer momento, não haverá nenhum tipo 

de penalização ou prejuízo. 

Justificativa e objetivos: 

Pacientes com anemia falciforme convivem com algumas complicações ao 

longo da vida. As hemácias em forma de foice ocasionam crises vaso-oclusivas e 

quadros inflamatórios que causam dor. O único medicamento aprovado pelo FDA 

(Food and Drug Admnistration) para o tratamento da anemia falciforme é a 

Hidroxiureia, que aumenta os níveis de hemoglobina fetal (HbF). Porém, não são 

todos os pacientes que respondem significativamente a essa terapia medicamentosa. 

O presente estudo como objetivo identificar novos genes que possam participar dos 

mecanismos de produção de HbF e que podem ser relevantes para o desenvolvimento 

de novas estratégias terapêuticas para o tratamento da anemia falciforme. 



79 
 

 

 

Rubrica do Pesquisador: _______________  

Rubrica do participante: ________________ 

Procedimentos realizados neste protocolo 

Participando do estudo, você será submetido a uma coleta de sangue na veia 

de um de seus braços, por um profissional da equipe do Hemocentro de Campinas 

– UNICAMP. Não haverá punções adicionais para este estudo e será utilizado 

aproximadamente 54mL ml do seu sangue, coletados em tubo contendo citrato de 

sódio (azul) em uma única vez.  

Riscos e inconveniências 

Os riscos do procedimento são os mesmos de uma coleta de amostras para 

exames de rotina laboratorial, ou seja, provável dor na inserção da agulha e possível 

hematoma (mancha roxa) no local. 

Benefício do tratamento 

Você não terá nenhum benefício direto com esse estudo e seus dados não 

serão inseridos no seu prontuário. Porém, sua participação poderá ajudar os 

pesquisadores a entender melhor a doença falciforme e melhorar os tratamentos 

relacionados a esta doença. 

Alternativa (s) à participação no estudo 

Caso o(a) senhor(a) não queira participar deste estudo, não há problema 

algum. Você seguirá com a conduta clínica sem nenhum prejuízo a você. 

Direitos do participante 

Sua participação é voluntária e você pode retirar seu consentimento ou ainda 

descontinuar sua participação em qualquer momento, se o assim o preferir, sem 

penalização e/ou prejuízo de qualquer natureza. Não haverá nenhum custo a você 

proveniente deste estudo, assim como não haverá qualquer tipo de remuneração 

pela sua participação. 

Indenização 

Caso o(a) senhor(a) venha a sofrer qualquer tipo de dano, resultante de sua 

participação na pesquisa, dano este previsto ou não no Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido, você terá direito a indenização. 
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Ressarcimento 

Como a coleta de sangue será realizada junto com os demais exames de rotina 

em dias de consulta no Hemocentro da UNICAMP, não haverá nenhum 

ressarcimento caso aceite em participar da pesquisa. Não haverá nenhuma 

remuneração pela participação. 

Rubrica do Pesquisador: _______________  

Rubrica do participante: ________________ 

 

Danos à Saúde 

Se uma lesão ou qualquer dano direto, ou indireto, imediatos ou tardios à 

saúde ocorrer como resultado de sua participação nesta pesquisa, assistência 

integral estará disponível sem que você tenha gastos. 

Armazenamento de material  

• As amostras coletadas e tratadas com os compostos que serão objetos de 

estudo desse trabalho poderão ser utilizadas em outros projetos a fim de 

verificar, por exemplo, a expressão de outros genes; 

• Toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado será 

submetida para aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) e, quando 

for o caso, da Comissão Nacional de Ética em Pesquisa (CONEP); 

Consentimento do sujeito da pesquisa: 

(   ) concordo em participar do presente estudo, porém NÃO AUTORIZO o 

armazenamento do meu material biológico, devendo o mesmo ser 

descartado ao final desta pesquisa. 

( ) concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o 

armazenamento do meu material biológico, sendo necessário meu consentimento a 

cada nova pesquisa, que deverá ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o 

caso, pela CONEP. 

          Em caso de falecimento ou condição incapacitante, os direitos sobre o 

material armazenado deverão  ser dados a: 
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Confidencialidade 

Em caso de dúvidas sobre a pesquisa, você poderá entrar em contato com o 

pesquisador 

responsável, Prof. Fernando Ferreira Costa, Laboratório de Hemoglobina e Genoma 

do 

Hemocentro-UNICAMP, localizado a R. Carlos Chagas, 480 - Cidade Universitária, 

Campinas–SP, 13083-878, telefone 19 3521-8661, e-mail: ferreira@unicamp.br ou 

pela pesquisadora Ingrid Grazielle Sousa, telefone 19 981337999, e-mail: 

indi.sousa@gmail.com. 

Em caso de denúncias ou reclamações sobre sua participação e sobre 

questões éticas do estudo, você poderá entrar em contato com a secretaria do Comitê 

de Ética em Pesquisa (CEP) da UNICAMP das 08:30hs às 11:30hs e das 13:00hs as 

17:00hs na Rua: Tessália Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas–SP; 

telefone (19) 3521-8936 ou (19) 3521-7187; e-mail: cep@fcm.unicamp.br. 

Rubrica do Pesquisador: _______________  

Rubrica do participante: _______________ 

Assinaturas de Consentimento 

Fui informado de todos os detalhes relacionados ao estudo ao qual serei 

submetido. Após assinar, receberei uma via assinada e datada deste Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido. 

  Data:  /  /   

Assinatura do participante da pesquisa 

 

Responsabilidade do Pesquisador: 

Asseguro ter cumprido as exigências da resolução 466/2012 CNS/MS e 

complementares na elaboração do protocolo e na obtenção deste Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido 

uma via deste documento ao participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo 

CEP perante o qual o projeto foi apresentado. Comprometo-me a utilizar o material 
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e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas 

neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante. 

 Data:  /  /   

Assinatura do Pesquisador  

 

 

Rubrica do Pesquisador: _______________  

Rubrica do participante: ________________ 
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Anexo 2 - Aprovação Comitê de Ética 

 

 


