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RESUMO

Niveis elevados de Hb F na vida adulta podem apresentar efeitos benéficos para
individuos com anemia falciforme e talassemia beta. Dentre os elementos
genéticos que atuam na regulagdo da expressdo da Hb F sdo conhecidos os
fatores de transcricdo e os microRNAs. Os objetivos do trabalho foram rastrear,
por footprinting filogenético, fatores de ftranscricdo que apresentam sitios de
ligacdo nas regibes néo-codificantes dos genes da y-globina, e microRNAs
candidatos a regulagdo desses genes, aléem de avaliar a expressdo desses
microRNAs selecionados in silico em diferentes grupos de individuos com perfis
distintos de expressédo de Hb F. As analises in silico para o rastreamento dos
fatores de transcrigdo foram realizadas comparando as sequéncias dos genes
HBG1 e HBG2 de espécies de primatas do Velho e do Novo Mundo com as
sequéncias da espécie Homo sapiens. O rastreamento in silico dos microRNAs
preditos a requlagdo dos genes da y-globina foi realizado a partir da utilizagdo de
bancos de dados publicos de microRNA. Para as analises de expressdo dos
microRNAs selecionados foram analisadas 38 amostras de sangue periférico,
divididas em cinco grupos de estudo: grupo controle, anemia falciforme em uso ou
néo de hidroxiureia (HU), e talassemia beta na presenga e auséncia do alelo °.
Todas as amostras foram submetidas aos testes classicos de diagndstico de
hemoglobinopatias, quantificagdo das fragbes de globinas por cromatografia e
analise molecular para a genotipagem dos individuos com anemia falciforme
(PCR-RFLP) e talassemia beta (PCR-AE e sequenciamento genémico), além da
caracterizagdo dos haplétipos B° e B-Tal (PCR-RFLP). Os reticulécitos foram
isolados a partir do sangue total e submetidos a extragdo de microRNA. As
analises de expressdo dos microRNAs foram realizadas por PCR em tempo real
(RT-PCR e g-PCR). As analises in silico apontaram 13 fatores de transcricdo
conservados entre as espécies analisadas que apresentam sitios de ligagdo nas
regibes né&o-codificantes de ambos 0s genes da y-globina, envolvidos na
regulagdo da expressdo da Hb F: CDC5, c-MYB, CP2, GATA-1, GATA-2, NF-E2,
NF-Y, RUNX-1, TAL-1, YY1, BP1, COUP-TFIl e PAX-1. Esses elementos
apresentam papel na ativacdo e repressdo transcricional, atuando direta ou
indiretamente na modulagdo dos niveis de Hb F. O rastreamento em banco de

dados publicos, juntamente com informagbdes provenientes da literatura, indicaram



20 microRNAs como candidatos a regulacdo da Hb F. Destes, 14 apresentaram
expressao diferencial entre os grupos analisados: miR-451, miR-144, miR-221,
miR-222, miR-15a, miR-16, miR-210, miR-26b, miR-151-3p, miR-362-5p, miR-
760, miR-4795-3p, miR-449a e miR-449b. Alem do possivel envolvimento na
regulacdo da Hb F, esses elementos estdo associados a eritropoiese, hipoxia,
estresse oxidativo e controle da proliferagdo e ciclo celular. A maioria dos miRNAs
avaliados apresentaram expressao diferencial entre os grupo controle e/ou
talassemia beta B° em relagdo aos demais grupos portadores de beta-
hemoglobinopatias. Esse dado pode indicar que a ocorréncia de processos
transfusionais frequentes pode modular a expressdo de elementos candidatos a
regulagao dos genes da y-globina. Além disso, ndo houve diferenga na expresséao
dos miRNAs candidatos a regulagdo da Hb F nos individuos portadores de
anemia falciforme em uso ou ndo de HU, indicando que o uso dessa groga ndo
interfere na regulagcdo dos niveis dessa hemoglobina, mediado por miRNAs. No
entanto, o perfil de correlagdo entre esses elementos mostrou que, na presenca
da HU, as relagbes entre os miRNAs e os niveis de Hb F diferem do peffil
encontrado na auséncia dessa medicag¢do, sugerindo que a HU, ao aumentar os
niveis de expressao da Hb F, pode alterar o perfil de correlagdo desses elementos
de regulacdo. A expressédo diferencial observada nos grupos portadores de
talassemia beta B° e B reforca o importante papel da transfusdo saguinea na
modulagdo da expressdo de fatores reguladores dos genes componentes da
familia B-globina. Os miR-362-5p, miR-760, miR-4795, miR-449a e miR-449b ndo
apresentam relagdo estabelecida com o0s processos eritropoiéticos e sintese de
globinas, de modo que nossos resultados podem representar os primeiros relatos
do envolvimento desses elementos de regulagdo em processos vinculados as
beta-hemoglobinopatias. Além disso, a expressao diferencial dos miRNAs em
grupos com concentragbes de Hb F distintas pode indicar participagdo desses
elementos na modulagdo dos niveis dessa hemoglobina. Dessa forma, os
miRNAs podem representar elementos candidatos ao estabelecimento de novas
estratégias terapéuticas na modulagdo dos niveis de Hb F para o tratamento das

beta-hemoglobinopatias.

Palavras-chave: Hb F, anemia falciforme, talassemia beta, fatores de transcrico,
microRNA.



ABSTRACT

High levels of Hb F in adulthood may have beneficial effects for sickle cell anemia
and beta-thalassemia. Some of the genetic elements that act in the regulation of
Hb F expression are transcription factors and microRNAs. The aim of this study
was to use phylogenetic footprinting to screen transcription factors that have
binding sites in the y-globin genes’ noncoding regions, and miRNAs candidates to
modulating Hb F levels, also evaluating the expression of microRNAs selected
from in silico analyses in different groups with distinct profiles of Hb F expression.
In silico analysis to screening of transcription factors were performed using
bioinformatics tool VISTA, comparing the sequences of HBG1 and HBG2 genes in
species of the Old and New World primates with the Homo sapiens sequences.
The screening of predicted microRNAs to regulation of y-globin genes was
performed using public databases of microRNA. For the expression analyses of
the selected microRNAs, we analized thirty-eight peripheral blood samples,
divided into five groups: control group, sickle cell anemia using or not hydroxyurea
(HU), and beta-thalassemia with and without allele B°. All samples were tested to
hemoglobinopathies by classical diagnostic tests, quantification of globin fractions
by chromatography and molecular analyses for genotyping of sickle cell anemia
(PCR-RFLP) and beta-thalassemia (PCR-AE and genomic sequencing), and the
characterization of haplotypes B° and B-Tal (PCR-RFLP). The reticulocytes were
isolated from whole blood and submitted to microRNAs extraction. The analyses of
the microRNAs expression were performed by real-time PCR (RT-PCR and
qPCR). In silico analyses showed 13 transcription factors conserved between the
analyzed species, which have binding sites in non-coding regions of both y-globin
genes, involved in regulating of the Hb F expression: BP1, CDCS5, c-MYB, COUP-
TFIl, CP2, GATA-1, GATA-2, NF-E2, NF-Y, PAX-1, RUNX-1, TAL-1 and YY1.
These elements have a role in the transcriptional activation and repression, acting
directly or indirectly in the modulation of Hb F levels. The screening in public
database, along with information from literature, indicated 20 microRNAs as
candidates to regulation of Hb F. Of these, 14 showed differential expression
between the analyzed groups: miR-451, miR-144, miR-221, miR -222, miR-15a,
miR-16, miR-210, miR-26b, miR-151-3p, miR-362-5p, miR-760, miR-4795-3p,

miR-449a and miR-449b. In addition to the possible involvement in the regulation



of Hb F, these elements are associated with erythropoiesis, hypoxia, oxidative
stress, globin synthesis and control of cellular proliferation and cell cycle. Most of
miRNAs showed differential expression between the control group and/or beta-
thalassemia B° in relation to the other groups with beta-hemoglobinopathies. This
finding may indicate that the ocurrence of frequent transfusions processes can
modulate the expression of candidate elements to regulation of the y-globin genes.
In addition, there was no difference in the expression of the miRNAs candidates to
regulation of Hb F levels in sickle cell anemia, indicating that the use of HU does
not interfere in the regulation of this hemoglobin levels, mediated by miRNAs.
However, the correlation profile between these elements showed that, in the
presence of HU, the relation between miRNAs expression and Hb F levels differed
from the profile found in the absence of this medication, suggesting that HU, by
increasing Hb F levels, is able to change the correlation profile of regulatory
elements. The differential expression observed in the groups of beta-thalassemia
B° and B* reinforces the important role played by the blood transfusion in
modulating of the expression of regulatory factors in the -globin gene cluster. The
miR-362-5p, miR-760, miR-4795, miR-449a and miR-449b have not established
relationship with erythropoietic processes and globin synthesis yet, so our results
may represent the first reports of the involvement of these regulation elements in
processes related to beta-hemoglobinopathies. Furthermore, the differential
expression of miRNAs in groups with different Hb F concentrations may indicate
the involvement of these components in regulation of these hemoglobin levels.
Thus, miRNAs may represent candidate elements for the establishment of new
therapeutic strategies to modulate the Hb F levels for the treatment of beta-

hemoglobinopathies.

Keywords: Hb F, sickle cell anemia, beta-thalassemia, transcription factors,
microRNA.
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1 Introducao

1.1  As Hemoglobinas Humanas

A molécula de hemoglobina (Hb) ¢ uma proteina constituida por quatro
subunidades: duas cadeias do tipo alfa (a) e duas do tipo beta (f). Cada uma dessas
subunidades ¢ composta de uma fragdo protéica, a globina, e de um grupo prostético, o
heme, que contém uma molécula de ferro que se combina ao oxigénio, fazendo com que a
hemoglobina seja capaz de transportd-lo e promover a oxigenagdo tecidual e trocas
gasosas, dentre outras fungdes (HONIG; ADAMS III, 1986; SCHECHTER, 2008).

Os genes da hemoglobina humana estao localizados em duas familias génicas,
denominadas a-globina (alfa) e B-globina (beta). A familia de genes a-globina esta
localizada no braco curto do cromossomo 16 e cada gene codifica uma cadeia polipeptidica
que totaliza 141 aminoécidos. E composta por genes inativos, os pseudogenes (yC, wa, 1 e
01), e genes funcionais ({, al e a2). A familia de genes B-globina esta localizada no brago
curto do cromossomo 11 e cada gene codifica uma cadeia polipeptidica que apresenta 146
aminoacidos. Essa familia ¢ composta por um pseudogene (yf) e cinco genes funcionais,
expressos na mesma ordem em que estdo dispostos no segmento de DNA (5’ - ¢ YISy 8B -
3”) (WEATHERALL; CLEGG, 2001; SCHECHTER, 2008).

A expressdo dos genes das globinas ocorre de maneira temporal especifica, de
modo que cada tetramero proteico ¢ sintetizado de acordo com as etapas do
desenvolvimento. A mudanca na expressdao dos genes ocorre em dois estagios distintos: (1)
do periodo embrionario para o fetal, no inicio da gestagdo; e (2) do periodo fetal para o
adulto. No periodo embrionario sao expressas as Hb Gower 1 ({; &), Hb Gower 2 (o, ;)
Hb Portland ({; y2). No periodo fetal a Hb Fetal (o, y2) € predominantemente expressa. Na
vida adulta, aproximadamente seis meses apds o nascimento, a Hb Adulta (o B,) ¢
majoritariamente expressa, juntamente com a fracdo minoritdria da Hb A, (0 02).
(STAMATOYANNOPOULOS; GROSVELD, 2001). A Figura 1 ilustra o processo de

ontogenia das cadeias globinicas.
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Figura 1: Processo de ontogenia das cadeias globinicas. As cadeias g-globina e (-globina sdo expressas
durante as primeiras semanas do desenvolvimento. Posteriormente, as cadeias a-globina iniciam seu processo
de expressdo que atingem 50% do total de cadeias expressas até a vida adulta. Apos o declinio da expressdo
da e-globina, as cadeias y-globina sdo altamente expressas e, juntamente com as cadeias a-globina, formam a
Hb F, hemoglobina caracteristica do periodo fetal do desenvolvimento. Ap6s o nascimento, intensifica-se a
troca de expressdo das cadeias y-globina para -globina, formando a Hb A, e a expressdo minoritaria das
cadeias d-globina, formando a Hb A,. Imagem modificada de <http://mol-
biol4masters.masters.grkraj.org/html/Gene Expression_I19-Regulation of Gene Expression.htm>.

1.2  Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias caracterizam a presenca de alteragcdes genéticas nos genes
que codificam as diferentes cadeias globinicas. Dentre as hemoglobinopatias mais
frequentes e que apresentam significancia clinica no Brasil estdo a anemia falciforme e a

talassemia beta (ZAGO; COSTA, 1985).

1.2.1 Anemia Falciforme

O termo “anemia falciforme” se refere especificamente a homozigose para o alelo
BS. O termo “doenca falciforme” se refere a presenca de outras mutacdes de hemoglobinas
associadas a Hb S: Hb SC e Hb SD, que caracterizam interagdes entre hemoglobinas
variantes, ¢ Hb S/B-talassemia, cuja variabilidade das manifesta¢des clinicas ¢ dependente
do tipo de mutagdo talassémica herdada (SERJEANT; SERJEANT, 2001; NAGEL et al,
2003; REES et al., 2010).

A Hb S (HBB.c20A>T) ¢ resultado de uma mutagdo pontual, do tipo transversao,
em que ocorre a troca do nucleotideo adenina por timina (A > T) no sexto cédon da B-
globina, resultando na substitui¢do do aminoacido acido glutamico por valina, originando

uma hemoglobina com caracteristicas fisicas e bioquimicas alteradas (STEINBERG,
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1998). Essa mudancga estrutural influencia a modifica¢do na arquitetura e flexibilidade do
eritrocito, pela desidratacdo celular, bem como pelo estresse fisico e oxidativo
(BRITTENHAM et al., 1985; REES et al., 2010).

Em condi¢ao de hipoxia, desidratacdo ou acidose, a Hb S sofre processo de
polimerizacao, no qual ocorre agregagcdao dessas moléculas e formagdao de um feixe de
polimeros, que se alongam e rompem a ligacdo existente entre a membrana do eritrdcito e
proteinas do citoesqueleto, resultando em protrusdes na membrana que culminam na
falcizagdo dos eritrécitos (STEINBERG, 1999; ZAGO; PINTO, 2007). As células
falcizadas apresentam tempo de vida util reduzido e caracteristicas que resultam na piora
da qualidade de vida e aumento da taxa de mortalidade dos individuos com anemia
falciforme (ZAGO; PINTO, 2007; CANCADO et al., 2009).

O processo de polimerizacdo das moléculas de Hb S ¢é proporcional a extensdo e
duracdo da desoxigenacdo da hemoglobina e as concentragdes intracelulares de Hb S e Hb
F (BUNN, 1997; REES et al., 2010). A polimerizacdo da Hb S representa em um dos
principais determinantes de gravidade na doenca, cujos efeitos protetores consistem na co-
heranca de fatores genéticos que modulam as concentracdes de Hb S e Hb F, tais como a
talassemia alfa e as mutacdes de Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF)
(REES et al., 2010). Dentre as manifestagdes clinicas sdo observadas na anemia falciforme
estdo as crises de dor, infec¢des, sindrome toracica aguda, hipertensdo pulmonar, infarto,
priapismo, osteonecrose, insuficiéncia renal, ulcera de perna, retinopatia e doengas
cardiacas (FRENETTE; ATWEH, 2007; STEINBERG, 2008; DRISS et al., 2009;
AKINSHEYE; KLINGS, 2010).

A mutacio B° esta relacionada com a presenca de cinco haplotipos, combinagio de
sitios polimorficos que influenciam determinadas caracteristicas como, por exemplo, a
conduta clinica e os niveis de Hb F expressos. O haplétipo Bantu (Republica da Africa
Cantral, CAR) esta associado com maior gravidade da doenc¢a e menores niveis de Hb F (~
5%). Os haplétipos Senegal (SEN) e India-Arabia Saudita (SAUDI) estdo relacionados
com menor gravidade clinica e maiores niveis de Hb F devido a presenca do sitio
polimérfico Xmnl (-158 C>T) no promotor do gene y°, conhecido por influenciar o
aumento na expressdo de cadeias y-globina. O haplotipo Benin (BEN) ¢ associado com
gravidade clinica e niveis de Hb F intermediarios (NAGEL et al, 1987; GREEN et al.,
1993 apud AKINSHEYE et al., 2011; STEINBERG et al., 2014).

Em relacio ao tratamento, a terapia com hidroxiureia (HU), um agente

quimioterépico utilizado no tratamento de doencas neopldasicas por sua a¢ao no bloqueio da
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sintese de DNA, representa a medicagao utilizada como padrdo ouro na anemia falciforme.
Dentre os principais efeitos dessa droga na doenga estdo a indugdo na producgdo de niveis
aumentados de Hb F, melhora nos indices hematimétricos (Hb total, hematdcrito, volume
corpuscular médio do eritrocito e hidratagdo celular), producdo de oOxido nitrico,
importante na manuten¢do do tonus vascular, e reducao da adesdo celular ao endotélio
vascular, relacionado a ocorréncia de vaso-oclusdo (DAVIS, GILMORE, 2003; WARE et
al., 2011). Apesar dos beneficios clinicos provenientes do tratamento com HU, ¢ observada
variacao fenotipica na melhora do quadro clinico dos pacientes em relagdo ao aumento de
Hb F, com os niveis de expressdo podendo variar de 10% a 40% do total de hemoglobinas

(CHARACHE et al., 1992; WARE et al., 2011).

1.2.2 Talassemia Beta

As talassemias consistem em um grupo de alteracdes moleculares causadas pela
reducdo parcial ou completa da sintese de uma ou mais cadeias de globina beta, resultando
em menor produgdo de Hb A e anemia em graus variados, de caracteristica microcitica e
hipocromica (WEATHERALL; CLEGG, 1981; BUNN; FORGET, 1986). Estima-se que
aproximadamente 1,5% da populagdo mundial seja portadora dessa afeccdo
(GALANELLO; ORIGA, 2010).

Existem duas variantes alélicas da talassemia beta: o alelo B, associado a auséncia
de sintese de cadeia B-globina, que esta relacionado as formas mais graves da doenca, € o
alelo B*, associado a sintese reduzida de tal cadeia, que leva a uma forma mais branda de
expressao da doenca (WEATHERALL; CLEGG, 2001). Os individuos com talassemia
beta sdo diagnosticados por andlises laboratoriais € moleculares e classificados de acordo
com a evolu¢do clinica. Molecularmente, podem ser divididos em homozigotos e
heterozigotos. Individuos homozigotos apresentam os dois alelos mutados, com os
seguintes genotipos: B°B’, BB, B’ ou P'B’. Portadores da talassemia beta em
heterozigose apresentam um dos alelos mutados e podem apresentar os seguintes
genotipos: B°B, BB, BP’, BP". Estudos realizados na populagio brasileira mostraram que as
mutagdes de talassemia beta mais frequentes sdo a CD39 (HBB:c.118C>T), IVSI-110
(HBB:c.93-21G>A), IVSI-6 (HBB:c.92+6T>C) e IVSI-1 (HBB:c.92+1G>A) (ARAUIJO et
al., 2003; REICHERT et al., 2008).

Os fenotipos da talassemia beta sdo varidveis, desde uma forma grave, dependente
de transfusdes sanguineas e tratamento, até uma forma discreta, na qual o individuo ¢

considerado assintomatico (BORGNA-PIGNATTI et al., 2004; DANJOU et al., 2011).
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Clinicamente a talassemia beta pode ser classificada em trés grupos, de acordo com o
fenotipo: talassemia beta menor, talassemia beta intermedidria e talassemia beta maior
(CAO etal., 1997).

Os individuos com talassemia beta menor, que apresentam apenas um alelo mutado,
sdo assintomaticos e nao necessitam de tratamento, ja que seus niveis de hemoglobina
ficam levemente abaixo dos valores de normalidade. J4 os individuos intermediarios sdo
sintomdticos, mas ndao dependem de transfusdes de sangue regularmente (ZAGO et al.,
2004). Os pacientes portadores da talassemia beta maior apresentam anemia grave, de
caracteristica microcitica e hipocromica. A fisiopatologia na talassemia beta ¢ resultante da
sintese ineficiente de cadeias B-globina que se ligam as cadeias a-globina para formar o
tetramero de Hb. Na falta da B-globina, ocorre precipitacdo de cadeias do tipo alfa nos
eritrocitos maduros, causando danos a membrana dessas células e hemolise. Essas
modificacdes geram, como consequéncias, quadros anémicos, expansdo medular e
desenvolvimento de massas extramedulares hematopoiéticas, que incluem deformidades
nos ossos longos das pernas e mudancgas cranio-faciais, ¢ acimulo de ferro, que acabam
por resultar, em longo prazo, em danos aos orgdaos (GALANELLO; ORIGA, 2010;
WEATHERALL; CLEGG, 2001; HIGGS et al, 2012). A auséncia de tratamento pode
resultar na ocorréncia de hepatoesplenomegalia, comprometimento do crescimento e
desenvolvimento e diminui¢do da expectativa de vida. O tratamento consiste em programas
regulares de transfusdo sanguinea acompanhada por terapia quelante, com objetivo de
aumentar a expectativa de vida do individuo e reduzir a sobrecarga de ferro tecidual

(BORGNA-PIGNATTTI et al., 2004; DANJOU et al., 2011).

1.3 A Hemoglobina Fetal e sua importancia para as beta-hemoglobinopatias

A hemoglobina Fetal (Hb F) ¢ formada por duas cadeias a-globina e duas cadeias y-
globina (0, v2). Os genes y (HBG1 e HBG?2) sao resultantes de uma duplicagdo em tandem
de 5 kilobases (kb) e diferem em apenas um aminoécido, glicina (y®) ou alanina (y*), na
posicio 136 da cadeia polipeptidica. Até o nascimento, as cadeias y“ sdo mais abundantes,
enquanto as cadeias y* predominam na vida adulta (SHEN et al., 1981; ZAGO et al.,
2004).

Essa hemoglobina ¢ produzida em altos niveis durante o periodo fetal, devido a
elevada expressdo dos genes y nessa etapa do desenvolvimento. Em individuos adultos, o

gene da -globina ¢ predominantemente expresso e a hemoglobina adulta compreende 98%
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do total de hemoglobinas, enquanto os genes y sdo pouco expressos ¢ a Hb F engloba até
1% do total (MENZEL et al., 2007; XU et al., 2009).

Por sua alta afinidade pela molécula de oxigénio, niveis elevados de Hb F podem
ser benéficos para individuos portadores de beta-hemoglobinopatias. Quando os genes 7y
sdo altamente expressos, a presenca de niveis aumentados de Hb F nos eritrécitos pode
compensar os produtos da B-globina alterada e reduzir significativamente os sintomas de
ambas as doengas (WEATHERALL; CLEGG, 1981; STAMATOYANNOPOULOS et al.,
1994; STEINBERG et al., 2001; SANKARAN, 2011).

Na anemia falciforme, a concentracao de Hb F e sua distribuicdo entre os eritrocitos
sdo importantes moduladores genéticos da doenca, visto que o aumento na sintese de Hb F
reduz o processo de polimerizacdo da Hb S em condigdes de desoxigenacdo celular,
diminuindo a expressdo de moléculas de adesdao ao endotélio vascular, aumentando a
hidratagcdo eritrocitdria, dentre outros. Esses mecanismos, em conjunto, conferem
beneficios no que diz respeito a redu¢do do processo hemolitico e dos fendomenos
inflamatorios e vaso-oclusivos, refletindo na diminui¢do do requerimento transfusional e
ocorréncia de hospitalizacdes (COVAS et al., 2004; ZIMMERMAN et al., 2004 apud
CANCADO et al., 2009; KOVACIC, 2010).

Na talassemia beta homozigota, altas concentragdes de Hb F aumentam a
quantidade total de hemoglobina circulante e reduzem o desequilibrio entre as cadeias o-
globina e ndo a-globina, podendo auxiliar na redugdo do quadro hemolitico dessa doenca e
na diminui¢do da periodicidade dos processos transfusionais. Os niveis de Hb F sdo
aumentados devido a sobrevivéncia seletiva dos precursores eritroides, que sintetizam mais
cadeias y-globina. Assim, a maior expressao dos genes y tem relevancia clinica no
tratamento das doencas relacionadas a -globina alterada (THEIN, 2005; XU et al., 2009;
CAO; GALANELLO, 2010).

1.3.1 Regulacio da Expressao da Hb F

Devido ao importante papel da hemoglobina na manutencdo das atividades
metabolicas, muitos fatores sdo conhecidos por regular a expressao dos genes das globinas
e, especificamente, os genes y. Dentre eles sdo conhecidas mutagdes que conferem
Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF) e Delta-Beta Talassemia (0f-
Talassemia) (CRAIG et al., 1994; CARROCINI et al., 2011) e loci de caracteristicas
quantitativas (QTLs) presentes no cromossomo 2 (Bcllla), cromossomo 6 (regido

intergénica entre os genes Hbsll e Myb) e no cromossomo 11 (polimorfismo Xmnl, na
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regido promotora do gene y%) (THEIN, 2004; MENZEL et al., 2007; LETTRE et al.,
2008).

A PHHF ¢ uma condic¢do benigna decorrente da auséncia de mudanga completa da
sintese de y-globina para B-globina, resultando em produgdo substancial de cadeias vy-
globina e, consequentemente, de Hb F. As PHHF podem ocorrer por mutagdes pontuais na
regido promotora dos genes y, sendo que essas mutagdes supostamente alteram a afinidade
das proteinas reguladoras necessarias para a repressao pos-natal da expressao dos genes v,
ou por delecdes de parte da familia B-globina, sem causar alteragdes nos genes
codificadores das cadeias y° e y* (OLAVE et al., 2007; NUSSBAUM et al., 2008). A
varia¢ao nos niveis de Hb F ¢ maior para as mutagdes pontuais (0,6% a 38,5%) do que para
as mutagoes delecionais (16,0% a 30,0%). De maneira geral, individuos heterozigotos para
as mutagdes de PHHF apresentam eritrocitos morfologicamente normais.

A Op-Talassemia ¢ caracterizada pela expressdo persistente dos genes y durante a
vida adulta em associagdo com a expressdo diminuida ou a auséncia de expressdo dos
genes 0 e P, ocasionando aumento nas concentragdes de Hb F, além da presenga de células
com hipocromia e microcitose. Sdo caracterizadas por grandes delecdes envolvendo os
genes 0 e f3 [vSy*(8B)°-Talassemia] e também o gene yA [yG(yASB)O—Talassemia. Individuos
heterozigotos para as mutacdes de y9y*(8p)°-Talassemia apresentam variacio de Hb F
entre 4,0% e 18,6%, enquanto que para as muta¢des y°(y"5p)°-Talassemia os niveis de Hb
F encontrados variam de 9,3% a 25% (CRAIG et al., 1997; FORGET, 1998;
WEATHERALL; CLEGG, 2001).

O polimorfismo Xmnl (rs7482144), decorrente de uma mutagdo na posicao 158 da
regido promotora do gene y° (C > T) é comumente conhecido por influenciar a expressio
desse gene e predispde ao aumento na expressdo de Hb F. Na presenca desse sitio
polimorfico, as taxas de produgdo das cadeias yG:yA atingem valores semelhantes aos
encontrados ao nascimento, periodo em que os niveis das cadeias y© estdo mais elevados
(SAMPIETRO et al., 1992; NEMATI et al.,, 2009). Em relagdo aos niveis de Hb F
associados a esse polimorfismo em individuos sem alteracdes de hemoglobinas, relatos da
literatura mostraram variagcao de 2,9% a 5,1%. Outro trabalho revelou niveis de Hb F de
2% a 20% na presenga desse polimorfismo (STAMATOYANNOPOULOS; NIENHUIS,
1987).

Estudos de associacdo de genomas amplos (GWAS) mostraram que regides nao
pertencentes a familia [B-globina, dentre elas 2ql6, 6923, 8q e Xp22.2-22.3, estdo
implicadas na regulacdo de Hb F (NGUYEN et al., 2010).
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HMIP, localizado na regido intergénica HBSIL-MYB, no cromossomo 6q23,
influencia os niveis de Hb F. O gene HBSIL esta envolvido na regulacdo de uma gama de
processos celulares e € expresso em células da linhagem hematopoética, enquanto que o
gene MYB esta envolvido na oncogénese e desempenha papel essencial no processo de
eritropoese (THEIN et al., 2009; WAHLBERG et al., 2009). Acredita-se que a regido
génica 6q seja responsavel por codificar um fator envolvido na via de maturacdo eritroide,
resultando em aumento nos niveis de células F ¢ Hb F (GARNER et al. 1998). Estudos
realizados com familias de origem asiatico-indiana mostraram que o locus 6q23 apresentou
maior associagdo com os niveis elevados de expressio de Hb F em individuos beta
talassémicos (de 10% a 24%) (CRAIG et al., 1996).

Outro QTL associado com niveis elevados de Hb F est4 localizado na regido 2q16,
no cromossomo 2. Trabalhos realizados em busca de associacdo com os niveis de Hb F
revelaram que o QTL BCLI1A4 apresenta forte relagdo com a variacdo de Hb F (MENZEL
et al., 2007; UDA et al., 2008). Uda e colaboradores (2008) verificaram maior frequéncia
do SNP rs11886868 em individuos com talassemia beta intermediaria em relagdo aos
individuos com talassemia maior. Na anemia falciforme, Lettre e colaboradores (2008)
mostraram que a variagdo de Hb F foi fortemente associada com a presenca do QTL
BCLI114, principalmente em relagdo aos SNPs rs4671393, rs11886868 e rs7557939.
Pesquisadores sugerem que o produto do gene BCL11A, o fator de transcricdo BCLI11A, ¢
o mediador central no processo de silenciamento dos genes da y-globina (SANKARAN et
al., 2008; CHEN et al., 2009, XU et al., 2010).

Aproximadamente 45% da variacdo nos niveis de Hb F estd associada com a
presenga do polimorfismo Xmnl no cromossomo 11 (11pl5), do locus HMIP no
cromossomo 6 (6q23) e os SNPs (polimorfismos de nucleotideo inico) presentes no gene
BCL11A no cromossomo 2 (2q16) (MENZEL et al., 2007; THEIN et al., 2009).

Os niveis de Hb F também sao influenciados pela regido Xp22.2, no cromossomo
X. Estudos com mulheres, portadoras de anemia falciforme e sem alteracdes de
hemoglobinas, mostraram aumento das concentracdes de células F, sugerindo que essa
regido gendmica possa influenciar a Hb F (MIYOSHI et al., 1988; DOVER et al., 1992).
Estudos de associagdo em familias identificaram um QTL no cromossomo &, mais
precisamente na regido 8q, que apresentou ligagdo com os niveis elevados de células F e
Hb F, em associagdo com o sitio polimérfico Xmnl. O QTL 8q pode ser responsavel por
codificar um fator de regulacdo que atua como repressor ou ativador transcricional, que se

liga diretamente ao sitio Xmnl ou em regides proximas a ele (GARNER et al. 2002).
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Além desses reguladores genéticos, fatores de transcricdo e microRNAs
constituem elementos de regulagdo importantes na expressdo das diferentes cadeias
globinicas, sendo que alguns deles estdo envolvidos, especificamente, na modulacido dos

niveis de Hb F.

1.4  Fatores de Transcricio

Fatores de transcri¢cdo sdo proteinas reguladoras que se ligam a regides especificas
do DNA e controlam o processo de transcri¢ao génica, ativando ou reprimindo a expressao
dos genes (LODISH et al., 2005).

Relatos da literatura mostraram a influéncia de fatores de transcri¢do na
hematopoiese, na eritropoiese ¢ na regulacdo dos genes das globinas, evidenciando o
importante papel desses elementos na expressao das diferentes moléculas de
hemoglobinas. Em relagdo a expressdo da Hb F, o fator de transcri¢do zinc-finger BCL11A
¢ conhecido por atuar no processo de silenciamento dos genes da y-globina e na troca de
expressao desses genes para os genes da B-globina (SANKARAN et al., 2008). Estudos
utilizando células K562 mostraram que BCL11A se liga a uma regido central no promotor
do gene y formando um complexo repressor que atua como agente silenciador na expressao
desse gene (CHEN et al., 2009).

Estudos realizados por Xu e colaboadores (2010) mostraram que o silenciamento
dos genes da y-globina sdo resultado da ampla interacdo que ocorre entre o fator de
transcricdlo BCL11A e a familia B-globina, além da interagdo com a cromatina, na
formagdo de um looping cromossdmico, em associagdo com outro fator de transcrigdo, o
SOX6, nos promotores dos genes da y-globina. Tais achados evidenciam que os fatores de
transcrigdo BCL11A e SOX6 podem ser considerados reguladores genéticos no controle do

silenciamento dos genes da y-globina em adultos.

1.5 MicroRNAs

Os microRNAs (miRNAs ou miRs) sdo pequenos RNAs, ndo codificantes, de fita
simples (de 19 a 25 nucleotideos), formados a partir de transcritos endogenos, com
estrutura de grampo (hairpin), que regulam a expressdo génica inibindo o processo
traducional ou promovendo a degradacao do RNA mensageiro (mRNA) alvo, por meio da
ligacdo a regido 3’-UTR (regido ndo traduzida) (FILIPOWICZ et al., 2005; LYTLE et al.,

2007). Mais de um ter¢o dos genes humanos sdo preditos como alvos dos miRNAs e
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aproximadamente 40% dos loci que codificam miRNAs estdo localizados em regides nado
codificantes (introns) (KIM et al., 2009).

Os miRNAs sdo transcritos em um microRNA primario (pri-miRNA) dupla-fita que
apresenta estrutura em grampo (hairpin). Esse transcrito primario € processado pela
Drosha, uma enzima RNAse III que se liga ao RNA dupla-fita, clivando-o em uma
sequéncia precursora denominada pré-miRNA (~ 70 nucleotideos). Apds a clivagem, o
pré-miRNA ¢ exportado do nucleo para o citoplasma pela acdo da Exportina 5 (complexo
Exportin-5-Ran-GTP-dependent). Uma vez no citoplasma, esse precursor ¢ clivado pela
Dicer, uma enzima RNAse III, perdendo a estrutura em grampo e originando duas fitas
simples que constituem miRNAs maduros de, aproximadamente, 22 nucleotideos. Uma das
fitas € acoplada ao complexo RISC (RNA-induced silencing complex) e a outra fita sofre
degradagdo. O miRNA maduro acoplado ao complexo RISC liga-se ao mRNA alvo,
degradando-o ou inibindo o processo de traducdo da proteina (BARTEL, 2004; HE;
HANNON, 2004; CAMPOS et al., 2011). A Figura 2 resume o processo de biogénese dos
microRNAs.
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Figura 2: Biogénese dos microRNAs. Apoés a transcrigdo, o pri-miRNA sofre clivagem pela agdo da Drosha,
formando o pré-miRNA. Esse precursor ¢ exportado para o citoplasma, onde sofre acdo da Dicer perdendo a
estrutura em grampo e originando duas fitas simples, que constituem o miRNA maduro (~ 22 nucleotideos). Uma
das fitas é acoplada ao complexo RISC e se liga a0 mRNA alvo, degradando-o ou inibindo o processo traducional
(CAMPOS et al., 2011).
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Os microRNAs estdo envolvidos em processos importantes, tais como proliferagao,
diferenciagdo celular e apoptose. Consequentemente, problemas na regulagdo dessas
sequéncias desencadeiam uma série de doencas humanas, dentre elas as doengas
hematologicas (WU; BELASCO, 2005; HURST, 2006).

Os microRNAs s3ao componentes importantes na hematopoiese € na eritropoiese
(O’CARROLL et al., 2007; GARZON; CROCE, 2008). Trabalhos mostraram que alguns
microRNAs estdo desregulados nos eritrocitos de portadores da anemia falciforme e
talassemia beta. Sangokoya e colaboradores (2010) mostraram aumento da expressao do
miR-144 em portadores de anemia falciforme. Em relacdo a talassemia beta, Svasti e
colaboradores (2010) observaram aumento na expressio do miR-451, comparado a
individuos sem hemoglobinopatias.

Esses elementos parecem estar envolvidos na troca de expressao que ocorre entre a
Hb F e a Hb A, processo importante na clinica de portadores de anemia falciforme e
talassemia beta (NOH et al., 2009). Em relacdo a regulagdo dos genes da y-globina,
Azzouzi et al. (2011) demonstraram que a expressdo do miR-96 reduz os niveis de Hb F,
enquanto o knockdown desse microRNA aumenta a expressdo dessa hemoglobina,
suprimindo a repressdo dos genes da y-globina e contribuindo, dessa forma, para a
regulagdo da Hb F.

A co-heranca de determinantes genéticos relacionados aos niveis de Hb F pode
desempenhar papel importante na modulacdo do fendtipo de portadores de anemia
falciforme e talassemia beta homozigota (GARNER et al. 2002). O transplante de medula
Ossea representa uma possibilidade de cura, mas apresenta dificuldades em relagdo a
compatibilidade de doacdo e rejeicdo pos-transplante. O tratamento dessas afecgdes
genéticas ¢ baseado em processos transfusionais periodicos e utilizacdo de medicagdo
especifica como, por exemplo, a HU que, em conjunto, atuam na reducdo da anemia, na
melhoria dos parametros hematologicos e, consequentemente, na melhor clinica. Apesar da
melhora clinica resultante desses dois tratamentos, ndo sdo todos os individuos que
respondem ao tratamento com HU. Assim, a identificacdo de genes e variantes genéticas
que contribuem para a variabilidade da expressdao de Hb F, e os mecanismos moleculares
envolvidos nessa variacdo podem auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas e de novos agentes farmacologicos que possam elevar os niveis dessa
hemoglobina, na tentativa de reduzir a gravidade do quadro clinico dos individuos que

apresentam manifestagdes clinicas graves.
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2 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Rastrear elementos de regulagdo e microRNAs que influenciam a expressao dos
genes HBGI (y*) e HBG2 (y°) e em portadores de beta-hemoglobinopatias (anemia
falciforme e talassemia beta homozigota), € em individuos sem alteragdes de hemoglobinas
[grupo controle negativo (Hb AA)], a fim de conhecer os reguladores genéticos que atuam

na modulacao da Hb F.

2.2 Objetivos Especificos

- Rastrear os elementos de regulacdo e microRNAs envolvidos na regulacdo dos
genes HBG1 (y*) e HBG2 (y%) por meio de ferramentas de bioinformatica;

- Avaliar a expressdo de microRNAs envolvidos na regulacdo dos genes da y-
globina;

- Comparar a influéncia desses elementos genéticos associados a regulagdo da Hb F
em individuos portadores de talassemia beta na presenca e na auséncia do alelo B°, de
anemia falciforme em uso de HU e sem uso de HU, e em grupo controle negativo;

- Correlacionar os microRNAs com expressao diferencial aos niveis de Hb F e as
possiveis relacdes que cada elemento apresenta, dentro de cada grupo, objetivando

conhecer o perfil desses reguladores nas beta-hemoglobinopatias avaliadas.
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3 Material

3.1 Casuistica e Critérios de Inclusiao

A casuistica inicialmente proposta consistia em 50 individuos no total, distribuidos
em cinco diferentes grupos: grupo controle negativo (Hb AA), anemia falciforme em uso
de HU, anemia falciforme sem uso de HU, talassemia beta na presenca e auséncia do alelo
B°. No entanto, alguns dos individuos convocados para recoleta de amostras para
prosseguimento das analises de expressao de miRNA nao compareceram ou se recusaram a
realizar nova coleta. Dessa forma, o nimero amostral foi reduzido e consistiu em 38
amostras de sangue periférico, colhidas com EDTA como anticoagulante, provenientes de
individuos sem anemias (10 amostras), portadores de anemia falciforme em uso de HU (10
amostras), portadores de anemia falciforme sem uso de HU (6 amostras), individuos com
talassemia beta na presenca do alelo B° (8 amostras) e individuos com talassemia beta na
auséncia do alelo B° (4 amostras). Inicialmente, haviamos previsto a inclusio de um grupo
de estudo constituido por individuos com muta¢des de PHHF, caracterizando um grupo
controle positivo. No entanto, os individuos nao foram localizados para recoleta ou nao
concordaram em participar da pesquisa e, dessa forma, esse grupo nao foi incluso na
casuistica do trabalho.

As amostras dos individuos sem queixas de anemia, que constituiram o grupo
controle negativo, foram provenientes de estudantes da Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, campus de Sao José do Rio Preto-SP. O grupo foi composto por
seis homens e quatro mulheres, com mediana de idade de 24,5 anos (variando de 22 a 30
anos). Foram incluidos nesse grupo individuos que apresentaram valores de Hb F dentro
dos pardmetros de normalidade, inferiores a 1%. A mediana dos niveis de Hb F para esse
grupo foi de 0%, variando de 0% a 0,8% do total de hemoglobinas.

As amostras de sangue dos grupos de individuos com anemia falciforme foram
colhidas no Hemocentro de Sdo José do Rio Preto-SP e no Instituto Estadual de
Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti — HEMORIO, Rio de Janeiro-RJ, locais onde
os pacientes fazem acompanhamento clinico. As amostras dos individuos com talassemia
beta foram colhidas no Instituto Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti —
HEMORIO, Rio de Janeiro-RJ.

Todos os portadores de anemia falciforme participantes do estudo apresentaram

perfil homozigoto para o haplétipo B° Bantu. Esse critério de inclusdo foi adotado devido
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ao envolvimento dessa combinagdo polimoérfica na modulagao de menores niveis de Hb F
(POWARS, 1991 apud SILVA; GONCALVES, 2010). Com base nessa informacao,
optamos por reduzir a influéncia dos haplotipos p° em nossas analises, adotando apenas o
haplétipo Bantu em homozigose como fator genético associado a mutacdo PB° e,
consequentemente, favorecendo a homogeneizacao dos grupos com anemia falciforme.
Essa homogeneizagdo em relagio 4 homozigose para a mutagdo e os haplotipos B° foi
adotada, a fim de reduzir possiveis viesses decorrentes da presenca de diferentes padrdes
de haplétipos B°.

O grupo de anemia falciforme em uso de HU foi composto por quatro homens e
seis mulheres, com mediana de idade de 28,5 anos (variando de 11 a 54 anos), que faziam
uso do farmaco ha, pelos menos, um ano. As informagdes a respeito do uso de HU foram
obtidas a partir de questionarios aplicados no momento da coleta de sangue e da consulta
aos prontudrios de cada um dos pacientes. Nesse grupo foram incluidos individuos que
apresentaram niveis de Hb F superior a 8%, inferindo a atuag¢do da droga na expressdo
dessa hemoglobina. A mediana dos niveis de Hb F para esse grupo foi de 11,3%, variando
de 8% a29,9%.

O grupo de anemia falciforme sem uso de HU foi formado por dois homens e
quatro mulheres, com mediana de idade de 18,5 anos (variando de 16 a 56 anos). Nesse
grupo foram incluidos individuos com Hb F inferior a 5% do total de hemoglobinas, uma
vez que, na auséncia do uso de HU, quantidades de Hb F superiores a 5% indicam a
presenca de outro marcador, além do haplétipo, que exerce influéncia na regulacdo da Hb
F. Como nao avaliamos outros marcadores conhecidos por influenciar a expressdo dos
genes y-globina como, por exemplo, os locus de caracteristicas quantitativas (QTLs),
optamos por minimizar possiveis interferentes que poderiam gerar questionamentos futuros
a respeito da regulacdo da Hb F. Dessa maneira, a mediana dos niveis de Hb F para esse
grupo foi de 2,85%, variando de 0,9% a 4,5%.

Os portadores de talassemia beta B’ compuseram um grupo formado por cinco
homens e trés mulheres, com mediana de idade de 17,5 anos, variando de 7 a 41 anos, com
niveis de Hb F de 2,45% (variando de 0,8% a 6,1%). O grupo com talassemia beta " foi
formado por trés homens e uma mulher, com mediana de idade de 42 anos variando de 17
a 59 anos, com niveis de Hb F de 12,65% (variando de 1,7% a 52,3%). E importante
destacar que, nesses individuos, os niveis de Hb F encontrados refletem, na maioria das

vezes, o perfil do doador de sangue e ndo do individuo talassémico, uma vez que esses
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pacientes estio em regime de hipertransfusdo, quinzenal para o grupo pB°, que consiste no
tratamento da doenga.

A Tabela 1 apresenta a casuistica do estudo.

Tabela 1: Detalhamento da casuistica do estudo.

03 Idade Hb F
Grupo de Estudo Composicao
dos Sexos (minima — maxima) (minima — maxima)
. o
Grupo controle negativo H:6 24,5 anos 0%
M: 4 (22 -30) (0% - 0,8%)
' ) H: 4 28,5 anos 11,3%
Anemia falciforme com HU
M: 6 (11 -158) (8% -29,9%)
) _ H:2 18,5 anos 2,85%
Anemia falciforme sem HU
M: 4 (16 — 56) (0,9% - 4,5%)
. 0 H: 5 17,5 anos 2,45%
Talassemia beta [3
M: 3 (7-41) (0,8% - 6,1%)
N H:3 42 anos 12,65%
Talassemia beta [3
M: 1 (17-159) (1,7% - 52,6%)

Legenda: H =homem; M = mulher.

3.2 Consideracées Eticas

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho” Campus de Sao José do Rio
Preto (UNESP/IBILCE) sob o nimero do Certificado de Apresentacdo para Apreciagdo
Etica (CAAE) 09673412.3.0000.5466, obedecendo aos principios estabelecidos na
Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude (CNS). Além disso, esta inserido em
um projeto amplo, em parceria com o Instituto Estadual de Hematologia Arthur de Siqueira
Cavalcanti — HEMORIO-RJ, intitulado “Estudo de Polimorfismos Genéticos em Pacientes
Portadores de Doen¢a Falciforme e sua associa¢do com complicagoes clinicas”, aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do HEMORIO, formalizado pelo processo de niimero
000054/33/01/2012. Todos os individuos concordaram em participar da pesquisa.
Anteriormente a coleta de sangue, os participantes assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE). A identidade dos participantes da pesquisa foi mantida em

sigilo.
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3.3 Método

3.3.1 Rastreamento de elementos de regulacio dos genes y por analise comparativa
de sequéncias (Footprinting Filogenético)

A comparagdo de sequéncias de DNA de diferentes espécies ¢ um método
fundamental para a identificacdo de elementos funcionais em genomas. A ferramenta de
bioinformatica VISTA (http://www-gsd.lbl.gov/vista/) foi desenvolvida com a finalidade
de responder diversas questdes, desde comparagdo de sequéncias génicas de mesma familia
(PARENT et al, 2002), descoberta de elementos nao codificantes funcionais (ANGUITA et
al., 2002; TOUCHMAN et al., 2001) a identificacdo de padrdes de conservagdo em escala
gendmica (COOPER et al.,, 2004). O pacote VISTA inclui ferramentas de gendmica
comparativa, possibilitando o alinhamento de genomas de vérias espécies. A gendmica
comparativa requer, pelo menos, duas sequéncias de DNA que sdo evolutivamente
relacionadas (FRAZER et al., 2003; 2004). O método de footprinting filogenético e analise
comparativa de sequéncias baseiam-se na hipdtese de que sequéncias com importancia
bioldgica, em especial as regides ndo codificantes, sdo conservadas entre espécies
relacionadas, devido a pressdes funcionais (NOBREGA; PENACCHIO, 2003).

A escolha das espécies para a comparagao das sequéncias, nesse estudo, foi baseada
na historia evolutiva dos genes de interesse. O processo evolutivo dos genes v foi diferente
durante a divergéncia dos mamiferos. Os primatas prossimios (Subordem Strepsirhini)
apresentam um Unico gene v, cuja expressao ocorre na vida embriondria, juntamente com o
gene €. Os primatas simios (Subordem Haplorhini) possuem dois genes y na composicao
da familia B-globina, e a expressao desses genes ocorre no periodo fetal, diferindo do que
ocorreu nos prossimios (CHIU et al., 1996; JOHNSON et al., 1996). Relatos da literatura,
com base em evidéncias moleculares, sugerem que a expressdo do gene y no periodo fetal
pode ter ocorrido apos a divergéncia entre os primatas prossimios e simios, cerca de 55
milhdes de anos atras (FITCH et al., 1991 apud MEIRELES et al., 1995). A historia
evolutiva desses genes indica a ocorréncia de uma duplica¢do em tandem de um fragmento
de DNA de aproximadamente 5.5 kilobases (kb), anteriormente a divergéncia entre
Platyrrhini e Catarrhini (aproximadamente 35 milhdes de anos atras). Baseado nessas
informacdes acredita-se que o recrutamento fetal do gene da y-globina e o processo de
duplicagdo génica ocorreram no mesmo periodo da histéria evolutiva (FITCH et a., 1991

apud MEIRELES et al., 1995; FITCH et al., 1991 apud JOHNSON et al., 2002).
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Embora os primatas simios apresentem dois genes y, hd uma diferenciagdo em
relacdo a expressdo e periodo de ativagdo desses genes. Nos Platyrrhini, apenas um dos
genes ¢ funcional, enquanto nos Catarrhini os dois genes sdo expressos. Dentre os primatas
do Novo Mundo, evidéncias moleculares relatam a ocorréncia de delecdo de 1.8 kb no
gene y' tornando-o um pseudogene. Além disso, outras espécies de primatas Platyrrhini
acumularam mutag¢des pontuais na regido promotora do gene y', mais especificamente na
regido CCAAT box, que caracteriza uma sequéncia importante para a expressao dos genes
das globinas. Outras espécies possuem um unico gene vy, resultado de fusdo entre os dois
genes existentes devido a ocorréncia de crossing-over desigual (MEIRELES et al., 1995;
CHIU et al., 1996).

Com base nos requisitos necessarios para a utilizagdo do pacote VISTA e nas
informagdes da literatura acerca da evolugdo dos genes vy, foram realizadas comparagdes
nas sequéncias de primatas do Novo Mundo, popularmente conhecidos como sagui de
tufos brancos (Callitrhix jacchus) e macaco-prego (Cebus apella) e dos primatas do Velho
Mundo, conhecidos como macaco-rhesus (Macaca mulatta), orangotango de Sumatra
(Pongo abelli) e chimpanzé-comum (Pan troglodytes), e o macaco tarsius (7arsius
syrichta), um primata basal da subordem Haplorrhini, com o DNA de humanos (Homo
sapiens), para a busca de fatores de transcri¢do envolvidos na regulagdo dos genes Y.

As sequéncias genomicas referentes a cada uma das espécies selecionadas para a
andlise foram obtidas do banco de dados National Center for Biotechnology Information
(NCBI): Homo sapiens (GenBank: NG _000007.3), Pan troglodytes (GenBank:
NW _001249430.1), Macaca mulatta (GenBank: NC _007871.1), Pongo abelli (GenBank:
NC 012602.1), Callitrhix jacchus (GenBank: NC 013906.1), Cebus apella (GenBank:
U57043.1) e Tarsius syrichta (GenBank: M3397.1). O esquema computacional para
alinhamento e analise de conservagdo baseou-se no programa de alinhamento local BLAT
para identificagdo de homologia, que foram entdo processadas e globalmente alinhadas
utilizando o programa mLAGAN (alinhamento multiplo). Os alinhamentos foram
visualizados por meio do VISTA Browser, que define por cores e padrdes de “picos e
vales”, a conservagdo da regido avaliada. Para avaliagdo da conservacdo, foram utilizados
os parametros default do programa (70% de identidade em pelo menos 100 pb). Para
identificacdo de fatores de transcrigdo foi utilizado o rVISTA que associa o banco de dados

TRANSFAC (913 motifs) com analise comparativa de sequéncias (FRAZER et al., 2004).
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3.3.2 Rastreamento e selecio dos microRNAs envolvidos na regulac¢io dos genes 7y

O rastreamento dos microRNAs envolvidos na regulagdo dos genes da y-globina foi
realizado com base em diferentes bancos de dados, dentre eles miRNApath
(http://lgmb.fmrp.usp.br/mirnapath), Diana Lab (http://diana.cslab.ece.ntua.gr/microT/),
Miro-The miR ontology database (http://ferrolab.dmi.unict.it/miro/), TargetScan
(http://www.targetscan.org/), miRecords (http://mirecords.biolead.org/), e miRBase
(www.mirbase.org). As informagdes obtidas foram cruzadas entre si para que fossem
selecionados os microRNAs que estivessem presentes em maior nimero de bancos de
dados. Além disso, foi realizada uma busca na literatura, a fim de verificar se os
microRNAs indicados pelos bancos de dados ja foram validados, mostrando alguma

relacdo efetiva com os genes 7.

3.3.3 Fenotipagem e Genotipagem das amostras dos portadores de beta-
hemoglobinopatias e grupo controle

Os pacientes portadores de beta-hemoglobinopatias em acompanhamento no
HEMORIO-RJ sdo caracterizados de acordo com a conduta clinica que apresentam. Sendo
assim, todas as amostras coletadas foram submetidas aos testes classicos de diagndstico de
hemoglobinopatias, analise cromatografica e confirmagdo molecular para a genotipagem
dos individuos no Laboratério de Hemoglobinas e Genética das Doengas Hematologicas

(LHGDH) — UNESP/IBILCE.

o Testes Seletivos:

1) Resisténcia globular osmética em solucdo de NaCl a 0,36% (SILVESTRONI;
BIANCO, 1975)

Esta técnica avalia a resisténcia dos eritrocitos 4 hemolise. Resultados positivos
para este teste sdo encontrados em heterozigose para hemoglobina C e, principalmente, em
casos de beta talassemia heterozigota, em que os eritrocitos microciticos presentes sao

mais resistentes ao processo de hemolise.
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2) Analise da morfologia eritrocitaria (BONINI-DOMINGOS, 2006)

Consiste na analise do tamanho, da forma e da quantidade de Hb nos eritrécitos em
esfregaco sanguineo. Em casos de talassemia beta heterozigota, os eritrocitos apresentam
microcitose, hipocromia ¢ moderada anisopoiquilocitose. A interpretacao dos resultados
segue padronizacdo do Laboratorio de Hemoglobinas e Genética das Doengas
Hematolégicas (LHGDH/UNESP):

- Alteragdes discretas: (+)
- Alteragdes moderadas: (++)
- Alteragdes acentuadas: (+++)

- Células normais: (N)

3) Eletroforese de hemoglobinas em pH alcalino (MARENGO-ROWE, 1965)
Utilizada para qualificar as hemoglobinas normais e grande parte das hemoglobinas

anormais. Alteragdes nas cargas elétricas das hemoglobinas anormais, causadas por

substitui¢des e aminoacidos diferentes nas cadeias globinicas, promovem mobilidades

eletroforéticas variadas.

o Testes complementares para fenotipagem:

4) Eletroforese de hemoglobinas em pH acido (VELLA, 1968)
Técnica especifica para detectar hemoglobinas anormais que, em eletroforese em
pH alcalino, migram na mesma posi¢do da Hb A, dificultando a identificagdo correta das

mesmas. Além disso, este método propicia a caracterizagdo semiquantitativa da Hb F.

5) Cromatografia Liquida de Alta Performance de fracdes globinicas (TRINITY
BIOTECH, 2011)

A quantificacdo das fracdes globinicas foi realizada por meio de cromatografia
liquida de alta perfomance (HPLC), com utilizagdo do equipamento Ultra 2 (Trinity
Biotech®™) e kit de analise Genesys, em modo High Resolution, de acordo com
recomendacdes do fabricante. Nesse sistema, a quantificagao da Hb F ¢ resultante da soma
dos percentuais totais e acetilados dessa fracdo proteica. Consiste da cromatografia de
troca i6nica em sistema semi-aberto no qual as amostras sdo detectadas em absorbancia de

413 nm. Os dados de andlise provenientes do detector sdo processados e impressos no
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relatorio da amostra de acordo com tempos de retencao relativos. Esses tempos de retengao
sdo relativos a uma solugdo padrdo de hemoglobinas contendo Hb F, Hb A, Hb S ¢ Hb C

que ¢ previamente injetado no sistema.

¢ Genotipagens:

6) Extracio de DNA de sangue periférico por meio de fenol-cloroformio
(SAMBROOK et al., 1989 modificado por BONINI-DOMINGOS, 2006)

Este método promove a extracio de DNA gendmico de sangue periférico
utilizando-se fenol/cloroformio e precipitacdo com etanol. Neste procedimento, as
proteinas contaminantes sofrem desnatura¢do e sdo mantidas na fase organica ou na
interface entre as fases organica e aquosa, enquanto que os acidos nucléicos permanecem
na fase aquosa. Adiciona-se alcool isoamilico ao fenol/cloroférmio durante a extragdo do
DNA. A adicao de etanol faz com que os sais e outros solutos, como os residuos da
extragdo com fenol/cloroféormio, permanecam em solucdo, enquanto os acidos nucléicos
precipitam-se e podem ser separados facilmente por centrifugacdo. O DNA obtido nesse
processo ¢ adequado para aplicacio em métodos de biologia molecular como a

amplificacdo por PCR.

7) Analise molecular para Hb S por PCR-RFLP (SAIKI et al., 1985)

A deteccdo da mutagdo foi realizada por PCR seguido de analise de restrigdao. Os
primers utilizados para a amplificacdo que envolve o coédon 6 foram o primer P 277
(sense): 5> GGC AGA GCC ATC TAT TGC TTA 3’ e o primer P 278 (antisense): 5 ACC
TTA GGG TTG CCC ATA AC 3°. Apds a amplificacdo, o fragmento de 382 pb foi
digerido pela enzima FastDigest Ddel a 37 °C por 5 minutos. A Hb S elimina o sitio de
restricdo para a enzima Ddel, de modo que, na presenga da mutagdo, sdo verificados os
fragmentos de 288 pb, 88 pb e 6 pb (ndo visualizado em gel de agarose). Na auséncia da
mutacdo, sdo verificados os fragmentos de 201 pb, 88 pb, 87 pb, € 6 pb. A Figura 3 ilustra

o padrio de fragmentos de DNA na presenca e na auséncia da mutagéo f°.
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288 pb
201 pb

88 /87 pb

Figura 3: Foto do gel de agarose 2,0% mostrando os fragmentos de DNA obtidos apds a digestdo enzimatica
para confirmagdo da mutagdo B°. M: Marcador molecular 100 pares de base. Linhas 1 a 4 representam individuos
homozigotos para a mutagdo. Linhas 5 ¢ 6 representam individuos heterozigotos para a mutagdo. A linha 7
representa auséncia da mutagao.

8) Analise molecular para as mutacoes de Beta Talassemia por PCR-AE
(BERTHOLO, 2005)

Foram investigadas quatro mutagdes de talassemia beta: CD39 (HBB:c.118C>T),
IVSI-110 (HBB:c.93-21G>A), IVSI-6 (HBB:c.92+6T>C) e IVSI-1 (HBB:c.92+1G>A),
devido a maior frequéncia dessas na populagdo brasileira. A deteccdo das mutagdes foi
realizada por PCR-AE utilizando-se os primers PS39W (5> GAC TCA AAG AAC CTC
TG 3°) e PS39M (5 GAC TCA AAG AAC CTC TA 3’) para a mutagao CD39; os primers
TB110W (5> GGG TGG GAA AAT AGA CC 3’) e TB110M (5° GGG TGG GAA AAT
AGA CT 3’) para a mutagao [VSI-110; os primers IVSI6W (5 GTC TTG TAA CCT TGA
TA 3°) e IVSI6oM (5> GTC TTG TAA CCT TGA TG 3’°) para a mutacdo IVSI-6 e os
primers IVSIIW (5 GTG ACC TTG ATA CCA AC 3’) e IVSIIM (5> GTG ACC TTG
ATA CCA AA 3’) para a mutacdo IVSI-1. A Figura 4 ilustra o resultado da PCR-AE para
a identifica¢do da mutagao CD39.

Figura 4: Foto de gel de agarose a 2,0%, resultado da técnica de PCR-AE para detecg¢do da mutagdo CD39.
Individuo 1 - heterozigoto para a mutagdo. Individuo 2 - auséncia da mutagdo. Individuo 3 - homozigoto para
a mutagdo. M= marcador molecular de 100 pares de base. W - alelo normal, M - alelo mutante.
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9) Estratégia Molecular para o Sequenciamento Gendmico das mutacées de
Talassemia Beta

Para os pacientes portadores de talassemia beta homozigota que ndo tiveram o
genotipo definido pelas analises moleculares por meio de PCR-AE, foi necessario elaborar
uma estratégia de sequenciamento gendmico para a definicdo da mutacdo presente. Foram
sintetizados trés pares de oligonucleotideos para rastrear mutagdes em parte da regido
promotora da B-globina, éxons, introns e regides nao-traduzidas (UTRs). Utilizamos o
programa Primer 3 Input (http://frodo.wi.mit.edu/) para a defini¢do das sequéncias
especificas, que foram posteriormente blastadas para verificagdo do sitio de
reconhecimento no genoma, por meio da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A Tabela 2 apresenta as sequéncias

dos trés pares de oligonucleotideos sintetizados e o tamanho do fragmento amplificado.

Tabela 2: Sequéncias ¢ tamanho dos fragmentos amplificados com os pares de oligonucleotideos
sintetizados para o sequenciamento genémico e defini¢do das mutagdes de talassemia beta.

Par de Regido Sequéncia dos oligonucleotideos Fragmento
oligonucleotideos Amplificada 1 g amplificado
Regido Promotora
HBB seq 1 S-UTR F 5° ACTCCTAAGCCAGTGCCAGA 3’ 640 ob
5¢4 Exon 1 R 5° CACGTGCAGCTTGTCACAG 3’ P
Intron 1
Exon 2 (incompleto)
HBB seq 2 ﬁxon 2 (incompleto) F 5 TCTGTCCACTCCTGATGCTG 3° 663 b
q Intron 2 (incompleto) R 5> GCAAAATTACCCTGATTTGGTC 3° p
{ntron 2 (incompleto)
HBB seq 3 Exon 3 F 5 TTGGAATATATGTGTGCTTATTTGC 3° 829 pb

3’-UTR R 5> GACCTCCCACATTCCCTTTT 3’

Legenda: F = forward; R = reverse; pb = pares de base. UTR = regido transcrita e ndo traduzida.

As reagdes foram submetidas ao programa de ciclagem por PCR-fouchdown, que
consiste em um protocolo de reagdo no qual a temperatura de anelamento sofre uma
redugdo de 1°C a cada ciclo, no total de 10 ciclos. Essa diminui¢do na temperatura garante
que os primeiros eventos de hibridizacdo envolvam as sequéncias com maior
especificidade (ROUS, 1995). Na ciclagem estabelecida para as nossas reagdes, a
temperatura de anelamento foi iniciada em 73°C e diminuida até 63°C, nos primeiros 10

ciclos de reagcdo. Outros 30 ciclos posteriores foram realizados na temperatura de
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anelamento referente a 63°C, totalizando 40 ciclos de reacdo. A Tabela 3 apresenta a

ciclagem estabelecida para a estratégia de PCR-fouchdown.

Tabela 3: Protocolo de ciclagem estabelecido para a técnica de PCR-touchdown.

Etapas da reacéo Temperatura Tempo Quantidade de
ciclos
Desnaturac¢do Inicial 95°C 5 1x
Desnatura¢do 95°C 30>
73°C - 63°C
Anelamento ‘ ‘ 45> 40x
(-1°C por ciclo, por 10 ciclos)
Extensdo 72°C I
Extensdo Final 72°C 7 1x
4°C 0
Legenda: x = numero de ciclos. © = minutos. *’ = segundos.

ApoOs as reagdes de amplificagdo das sequéncias de interesse, as amostras foram
preparadas para posterior sequenciamento genomico. O sequenciamento das amostras foi
realizado por servigos terceirizados de sequenciamento (ACTGene Analises Moleculares
Ltda e e pelo servigo de sequenciamento de DNA por facilities do Nucleo de Servigos em
Biotecnologia, da Fundacdo Hemocentro de Ribeirdo Preto, na Universidade de Sdo Paulo
— USP/Ribeirdo Preto-SP), utilizando o sequenciador automatico ABI-PRISM 3500 XL
Genetic Analyzer.

As sequéncias foram analisadas utilizando-se o programa BioEdit Sequence
Aligment Editor. Também foram utilizados os programas Phred/Phrap/Consed, que sao
essenciais na montagem de sequéncias, na avaliagdo da qualidade do resultado do

sequenciamento e na leitura dos eletroferogramas.

10) Analise dos Haplotipos BS (SUTTON et al., 1989)

A determinagio dos haplétipos p° foi realizada por PCR-RFLP, por meio da analise
de seis sitios polimorficos, e a classificagdo segundo Sutton e colaboradores (1989) (Figura
5). As sequéncias dos oligonucletideos utilizados para a amplificagdo dos sitios

polimérficos especificos sdo listadas na Tabela 4.
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Figura 5: Representagio esquematica dos sitios polimorficos estudados na determinagdo dos haplotipos B°

(Sutton et al., 1989).

Tabela 4: Oligonucleotideos utilizados para determinagdo dos haplétipos p°.

Oligonucleotideo  Sequéncia dos oligonucleotideos (5°—3’)  Dire¢do  Regido
HO AACTGTTGCTTTATAGGATTTT - 57y G
Hl AGGAGCTTATTGATAACTCAGAC —

H2 AAGTGTGGAGTGTGCACATGA « v O

H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA —

H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA - A

H4 TAAATGAGGAGCATGCACACAC —

H5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA - WP

H6 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT —

H7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC - 3P
H8 GGACCCTAACTGATATAACTA —

H9 CTACGCTGACCTCATAAATG - 5B
HI10 CTAATCTGCAAGAGTGTCT —

Legenda: —: sense ; < anti-sense.

O produto da PCR foi digerido a 37°C por 5 minutos, com endonucleases de

restricdo especificas para cada sitio polimoérfico. O tamanho dos produtos de amplificacao

e apos a clivagem pode ser observados na Tabela 5. O produto de digestao foi submetido a

eletroforese em gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio e visualizado no
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Sistema de Captura de imagem L-PIX Touch (Loccus Biotecnologia). Cada amostra foi

marcada pela presenca (+) ou auséncia (-) dos sitios de restri¢ao.

Tabela 5: Tamanho dos produtos amplificados ap6s a clivagem com as endonucleases de restri¢ao
para a determinacio dos haplétipos f°.

Oligonucleotideos I;nezsitr;liz;ﬁc:)e Regido fnr;:)glilgzgfi(:) Fraglcriie:;;)eslzpés a
HO e H1 Xmn 1 59 657 pb 450 pb + 200 pb
H2 e H3 Hind 111 y S 780 pb 430 pb + 340 pb + 10 pb
H3 ¢ H4 Hind 111 y A 760 pb 400 pb + 360 pb
H5 ¢ H6 Hinc 11 ¥p 701 pb 360 pb + 340 pb + 1 pb
H7 e HS Hinc 11 3y 590pb 470 pb + 120 pb
H9 e H10 Hinf'1 5B 380 pb 240 pb + 140 pb

Legenda: pb = pares de bases.

11) Analise do polimorfismo Xmnl (SUTTON et al., 1989) e dos Haplotipos B-Tal
(ORKIN et al., 1982)

A definicdo do polimorfismo Xmnl e dos haplétipos B-Tal foi realizada por PCR-
RFLP, por meio da andlise de sitios polimoérficos (Figura 6). As sequéncias dos
oligonucletideos utilizados para a amplificagdo dos sitios polimoérficos especificos sao

evidenciadas na Tabela 6.

T EE N
T 7T Tf 7

HindMl  Hind I Hinc I Avall Bam HI
1 - - - - + +
I + + - + + +
T + — + + -
v + — - +
v - - - - + -
VI + + — - -
VII - — - - — +
VI + — + - + _
IX + - + + + +

Figura 6: Sitios polimorficos estudados na determina¢do dos haplétipos B-globina segundo Orkin e
colaboradores (1982).
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Tabela 6: Oligonucleotideos utilizados para determinac¢do dos haplétipos B-Tal.

Oligonucleotideo Sequéncia do oligonucleotideo (5’ — 3°) Direcao Regido
HO AACTGTTGCTTTATAGGATTTT — 52 G
Hl1 AGGAGCTTATTGATAACTCAGAC —

H2 AAGTGTGGAGTGTGCACATGA — /G
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA —

H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA — /A
H4 TAAATGAGGAGCATGCACACAC —

H5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA - wp
H6 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT —

H7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC - 3up
HS8 GGACCCTAACTGATATAACTA —

P1 TCCTAAGCCAGTGCCAGAAG - 5
P5 TCATTCGTCTGTTTCCCATTC —

SF1 GCCCACATCACCAAGGCAAT - 3B
SF2 ATCTCACACATCCGTAGAGC —

Legenda: —: sense ; < anti-sense.

O produto da PCR foi digerido a 37°C durante 5 minutos, com endonucleases de
restri¢do especificas para cada sitio polimérfico. O tamanho dos produtos de amplificagdao
e apos clivagem pode ser observados na Tabela 7. O produto de digestao foi visualizado no
Sistema de Captura de imagem L-PIX Touch (Loccus Biotecnologia). Cada amostra foi
marcada pela presenca (+) ou auséncia (-) dos sitios de restri¢ao.

A avaliagdo da distribuicdo das frequéncias entre os sitios polimorficos usados na
classificagdo dos haplétipos foi realizada por meio do uso do software Haploview 4.2, que
analisa os polimorfismos par a par, de acordo com sua heterozigosidade. Esse software
calcula a probabilidade de determinado haplétipo ser herdado pelo individuo. Além disso,

mostra a existéncia de desequilibrio de ligacao entre os loci, quando houver.
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Tabela 7: Tamanho dos produtos amplificados ap6s a clivagem com as endonucleases de restrigdo
para a determinagdo dos hapldtipos B-Tal.

Oligonucleotideos li;lezsitﬂzﬁie Regiao fnr;:%ilgz:(tl(:) Fragznliil;tgoe;pés a

HO e HI Xmn 1 R 657 pb 450 pb + 200 pb
H2 e H3 Hind 111 y ¢ 780 pb 430 pb + 340 pb + 10 pb
H3 e H4 Hind 111 y A 760 pb 400 pb + 360 pb
H5 e H6 Hinc 11 v 701 pb 360 pb + 340 pb + 1 pb
H7 e H8 Hinc 11 3’y 590pb 470 pb + 120 pb
PleP5 Ava 1l B 763 pb 449 pb + 214 pb + 103 pb

SF1 e SF2 Bam HI 3B 1520 pb 1228 pb + 292 pb

Legenda: pb = pares de bases.

3.3.4 Separacio de Reticulocitos do sangue total

A metodologia para a separagdo de reticuldcitos seguiu o protocolo utilizado no The
New York Blood Center. Nesse protocolo, a amostra de sangue periférico ¢ submetida a
diferentes etapas de centrifugagdo e adicdo de tampdes que isolam os leucécitos, os
eritrocitos maduros e, ao final do processo, os reticuldcitos em um pellet. O protocolo

adotado para a separacao de reticuldcitos segue abaixo:

Protocolo para separacdo de reticuldcitos a partir de sangue periférico:

1. Coletar 4 mL de sangue periférico em anticoagulante EDTA;

2. Transferir o sangue coletado para um tubo falcon de 15 mL;

3. Centrifugar a 3000 RPM por 10 minutos e temperatura de 4°C;

4. Descartar o plasma e o buffy-coat com auxilio de uma pipeta Pasteur;

5. Adicionar 5 volume de solugdo NH4CL (0,144 M) com 0,5 volume de NHsHCO;
(0,0IM) ao pellet para lisar as células;

6. Incubar no gelo por 30 minutos, agitando vigorosamente a cada 5 minutos;

7. Centrifugar a 3000 RPM por 15 minutos e temperatura de 4°C,

8. Transferir o sobrenadante para um novo tubo falcon de 15 mL;

9. Adicionar 1/10 do volume de sucrose (1,5 m)/KCI (0.15 M) ao sobrenadante;
10. Homogeneizar a solucao;

11. Centrifugar a 5000 RPM por 20 minutos e temperatura de 4°C;

12. Transferir o sobrenadante para um novo tubo falcon de 15 mL;
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13. Adicionar 700 uL de acido acético 10% gelado;

14. Centrifugar a 5000 RPM por 20 minutos e temperatura de 4°C;

15. Descartar o sobrenadante;

16. Deixar o tubo falcon invertido numa gaze para escorrer todo o sobrenadante;
17. Retirar o excesso de sangue do interior do tubo com auxilio de uma gaze;

18. Reservar o pellet de reticulocitos para a extragdo enriquecida de microRNA.

SOLUCOES UTILIZADAS

A. Solugao NH4C1 0,144 M/ NH4HCO; 0,01 M

NHACT (PM = 53,49) ..ttt st 3,850 g
NHAHCO3 (PM = 79,00).....ccueeiteieeieeee ettt 0,395 g
5 DL e TSI 5 8 TSR 500 mL

B. Solugao Sucrose 1,5 M/ KCI1 0,15 M

SUCTOSE (PM = 342,30).....ceeeiieeiiee ettt ettt et e et e e setee e eenaseeeanee s 256,725 g
KCL (PM = 74,50). .ttt et ettt sttt e ettt sabeennneens 5591¢g
5 CL O o 3 o 1 SO PSR PPRRPSRIPON 500 mL

3.3.5 Extracao enriquecida de microRNA

Ap6s separacao dos reticulocitos foi realizada a extragdo enriquecida de microRNA
com auxilio do kit mirVana™ PARIS™ RNA and Native Protein Purification Kit
(Ambion®). Nesse protocolo, diferentes reagentes sao empregados para extragdo do RNA
total e do microRNA, simultaneamente. O protocolo para extragdo de microRNA ¢ descrito

abaixo:

Protocolo de extracdo enriquecida de microRNA:

1) Adicionar 300 uL de “Cell Disruption” (gelado) ao pellet de reticuldcitos;

2) Adicionar 1 volume da solu¢do “2x Denaturation”;

3) Incubar no gelo por 5 minutos;

4) Adicionar 1 volume da solugdo “Phenol/Chlorophorm” (pipetar a fase inferior);
5) Usar vortex por 1 minuto;

6) Centrifugar por 5 minutos, em 13000 RPM;

7) Coletar o sobrenadante;
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8) Ao sobrenadante, acrescentar 1/3 do volume de etanol 100%;

9) Passar a solu¢do na coluna;

10) Coletar o filtrado e guardar a coluna 1;

11) Ao filtrado, adicionar 2/3 do volume de etanol 100%;

12) Passar a solu¢do na coluna (descartar os sobrenadantes e usar somente as colunas 1 e
2);

13) Nas colunas 1 e 2, lavar com 700 uL da solucdo “Wash I e centrifugar por 1 minuto,
em 13000 RPM;

14) Descartar o sobrenadante, adicionar 500 uL da solucao “Wash 2/3” e centrifugar por 1
minuto, em 13000 RPM;

15) Descartar o sobrenadante e guardar as colunas;

16) Repetir as etapas 14 ¢ 15;

17) Adicionar 50 uL da solugdo “Ellution Solution”, em temperatura de 95°C;

18) Armazenar os tubos em freezer -80°C.

Posteriormente, a solu¢ao contendo os microRNAs foi quantificada, utilizando-se o
equipamento NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer, ¢ os resultados obtidos mostraram

qualidade e concentracdo de RNA adequedas para dar continuidade as analises.

3.3.6 Sintese de DNA complementar (cDNA) (RT-PCR)

Apos a extracdo do RNA foi realizada a etapa de sintese do cDNA, utilizando o kit
High-Capacity ¢DNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems”), seguindo as
recomendacdes do fabricante em relagdo ao protocolo de reacdo e ciclagens. Aos mixes de
reagdo, além dos reagentes necessarios para processo de sintese de cDNA, adicionamos os
primers especificos para as sondas de microRNAs, constituindo uma reacdo de PCR-
multiplex. A Tabela 8 apresenta o protocolo de reacdo utilizado na etapa de sintese de
cDNA e a Tabela 9 refere-se a ciclagem da reacdo. Apos a ciclagem, as amostras de cDNA
foram armazenadas em freezer com temperatura de - 4°C para posterior utilizagdo nas

analises de expressao dos microRNAs.
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Tabela 8: Protocolo de reagdo para a sintese de cDNA.

Reagentes Volume (uL)

Agua Nuclease free 6,274 uL
Tampao (10x RT) 2,5ul
dNTPs (100 mM) 0,25 uL

RNase Inhibitor (50 U) 0,316 uLL
Primer A (50 RT) 1,0 uL
Primer B (50 RT) 1,0 uL
Primer C (50 RT) 1,0 uL
Primer D (50 RT) 1,0 uL
MultiScribe Reverse Trnascriptase (100 ulL) 1,66 uL
RNA (10 ng/ul) 5,0 ul
Volume da reacio 20 uLL

Legenda: Os primers A a D sdo referentes aos microRNAs especificos, constituindo
uma reacdo de PCR-multiplex.

Tabela 9: Protocolo de ciclagem da reacdo de sintese de cDNA.

Etapa Temperatura (°C) Tempo (minutos)
Hold 16°C 30 min

Hold 42°C 30 min
Hold 85°C 5 min

Hold 4°C 0

3.3.7 Analise da Expressao dos microRNAs (qPCR)

Para as andlises de expressdo dos microRNAs, as reagdes foram feitas em
duplicatas utilizando como sistema de deteccdo o sistema TagMan® MiRNA assay
(Invitrogen®™), que apresenta uma sonda que reconhece sequéncias especificas em
fragmentos de PCR. Durante a qPCR a sonda TagMan® hibridiza com a sequencia da fita
simples complementar e ocorre a amplificagdo. O equipamento utilizado foi o 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems®™). A Tabela 10 apresenta o protocolo de
reacdo utilizado para a andlise da expressao dos microRNAs selecionados e a Tabela 11

mostra a ciclagem referente ao processo.
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Tabela 10: Protocolo de reagdo para analise da expressdo dos microRNAs.

Reagente Volume (uL)
TagMan Universal PCR Master Mix 5,0ul
Agua Nuclease free 0,5ulL
TagMan® microRNA assay (50 RT) 0,5 uL
cDNA (2,5 ng/ul) 4,0 uL
Volume da reacio 10,0 uL

Tabela 11: Protocolo de ciclagem da etapa de expressdo dos microRNAs.

Etapa Temperatura (°C) Tempo
Inicio 95°C 10 min
. 95°C 15 seg

40 ciclos
60°C 1 min

Os resultados da expressdo foram analisados a partir da curva de amplificagdo
gerada pela emissdo de fluorescéncia, utilizando os valores de CT (thershold cycle). O
valor de CT consiste na intersec¢do entre uma curva de amplificacdo e uma linha de limiar
(thershold). Ela ¢ uma medida relativa da concentracdo da sequéncia alvo na reagao de
PCR. O CT ¢ inversamente proporcional ao nivel de expressdo relativa original do
fragmento de interesse. Para a normalizacdo dos dados de expressdo dos miRNAs
especificos, foram testados miRNAs endogenos a fim de identificar aquele que apresenta

melhor expressao nos reticuldcitos.

3.3.8 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com auxilio dos softwares Statistica 8.0
(StatSoft™), GraphPad Prism versio 5 (GraphPad Software, San Diego, USA) e Estatistica
R versao 3.1.1 (http://www.r-projet.org). Foram analisadas a normalidade e
homocedasticidade pelos testes de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os dados
foram submetidos a transformacao logaritmica. Para a comparagdo dos niveis de expressao
dos miRNAs entre os grupos foram utilizados os testes ANOVA one-way complementado

por Tukey, para dados paramétricos, e Kruskal-Wallis complementado por Dunn para os
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dados nao paramétricos. Para averiguacao de relagcdes entre a expressao dos miRNAs
dentro de cada grupo de estudo e com os niveis de Hb F, foram realizadas andlises de
correlacdo de Spearman (dados ndo paramétricos). Para tanto, foram consideradas as
correlagdes que apresentaram coeficiente de correlagdo igual ou superior a 70% (p > 0,70).

Foram considerados estatisticamente significantes valores de p<0,05.
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4 Resultados e Discussiao

4.1 Caracterizacio dos grupos de beta-hemoglobinopatias

4.1.1 Anemia Falciforme

Conforme descrito na casuistica do trabalho, os individuos com anemia falciforme
foram agrupados de acordo com os niveis de Hb F (inferiores a 5% e superiores a 8%) e
com uso de medicagdo especifica. Por apresentarem caracteristicas diferentes em relacao a
esses dois parametros, esses grupos também diferiram no que diz respeito ao regime
transfusional, terapia quelante e complicac¢des clinicas. Todas as informagdes acerca dessas
ocorréncias foras obtidas a partir de consulta aos prontudrios individuais € questionario
aplicado no momento da assinatura do TCLE.

Os individuos com anemia falciforme sem uso de HU, com niveis de Hb F
inferiores a 5% do total de hemoglobinas, estavam em regime transfusional regular de
troca de hemacias (30 dias) e em uso diario de quelante de ferro (Exjade®), com excegao
de um dos pacientes. Em relagao as manifestagdes clinicas, todos os individuos, com
excegdo de um deles, haviam sofrido um ou mais episddios de acidente vascular encefalico
(AVE), sendo essa a complicagdo clinica mais frequente nesse grupo de pacientes. Esses
individuos também apresentaram osteonecrose (1 individuo), ulcera de perna recorrente (1
individuo) e sobrecarga de ferro hepética grave (T2* 1,88 ms) (1 individuo).

O grupo com anemia falciforme em uso de HU, com niveis de Hb F superiores a
8%, foi composto por individuos que ndo estavam em regime transfusional regular e ndo
faziam uso de quelante de ferro. Dentre as ocorréncias clinicas, 40% dos individuos (4
pacientes) apresentaram ulcera de perna (ja cicatrizada ou recorrente), sendo essa a
manifestagdo clinica mais frequente nesses pacientes. Em menor frequéncia, esses
individuos apresentaram osteonecrose (2 pacientes), AVE (2 pacientes) e hepatite C (2
pacientes). A Figura 7 ilustra o perfil dos grupos com anemia falciforme em relacdo ao
tratamento e caracteristicas clinicas.

As informagdes genéticas e as caracteristicas do tratamento e das manifestagcdes

clinicas dos individuos com anemia falciforme estdo em anexo (Anexo 1).
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Tratamento e Caracteristicas Clinicas
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Figura 7: Perfil das complicacdes clinicas e tratamento apresentado pelos individuos com anemia falciforme em uso e
ndo uso de hidroxiureia (HU). AVE: acidente vascular encefalico.

4.1.2 Talassemia Beta

Todos os individuos com talassemia beta foram submetidos a andlise molecular
para defini¢do da mutagio presente, uma vez que a presenca ou auséncia do alelo p°
caracterizou um dos critérios de inclusao utilizados para esse grupo. Foram genotipados,
no total, 25 individuos com talassemia beta. Dos 50 cromossomos submetidos a
caracterizacdo molecular, 36 (72%) apresentaram 11 mutacdes em diferentes regides do
gene da -globina. A maioria das mutagdes foi encontrada em regides de intron (45,45%),
seguido por mutacdes na regido codificante (27,27%), regido promotora (18,18%) e 5°-
UTR (9,1%). Para 14 alelos (28%) a mutagdo de talassemia beta ndo foi definida. A Tabela
12 apresenta as mutagdes identificadas nas diferentes regides sequenciadas, bem como o
fenotipo e a populacdo de origem relacionada as mutagoes.

No grupo avaliado, a mutagao IVSI-6 (HBB:c.92+6T>C) foi a mais frequente
(24%), seguida pelas mutagdes IVSI-110 (HBB:c.93-21G>A) (12%), IVSI-1
(HBB:c.92+1G>A) e CD39 (HBB:c.118C>T) (ambas com frequéncia de 8%). As demais
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mutagdes foram encontradas em menos de 5% dos alelos. A Figura 8 ilustra a frequéncia

alélica das diferentes mutagdes encontradas no grupo amostral avaliado.

Tabela 12: Mutagdes de talassemia beta identificadas na populacao de talassémicos do Rio de Janeiro.

B-gzlll)fna Mutacio Fenotipo Origem Etnica*
Promotor - 29 (HBB:c.-79A>G) B Afro-americana e Chinesa
- 88 (HBB:c.-138C>T) B Afro-americana e Asiatico-Indiana
5 UTR +20 (HBB:c.-31C>T) B Mediterranea”
CD15 (HBB:c.48G>A) p° Portuguesa
Exon CD24 (HBB:c.75T>A) B Afro-americana, Japonesa
CD39 (HBB:c.118C>T) i Mediterranea
IVSI-1 (HBB:c.92+1G>A) B Asiatico-Indiana, Mediterranea
IVSI-5 (HBB:c.92+5G>A) B grave Mediterranea
Intron IVSI-6 (HBB:¢.92+6T>C) B Mediterranea
IVSI-110 (HBB:c.93-21G>A) B Mediterranea
IVSII-745 (HBB:c.316-106C>G) B Mediterranea

Legenda: UTR: regido transcrita e nio traduzida. p': redugdo da sintese de cadeia B-globina. B: auséncia da sintese de
cadeia B-globina.

* Informagdes obtidas no site Globin Gene Server (http://globin.bx.psu.edu/).

** Por estar associada a mutacdo [VSII-745 (C>G), a mutacdo 5’-UTR + 20 (C>T) seja, provavelmente, de origem
mediterranea.

As mutagdes encontradas nos talassémicos analisados em nosso estudo refletem o
perfil de mutagdes mais frequentes no Brasil. Relatos da literatura mostraram que a
mutagdo [VSI-6 (HBB:c.92+6T>C) ¢ a mais frequente em individuos com talassemia beta
da regido nordeste do pais, seguida pela mutagao IVSI-1 (HBB:c.92+1G>A) (ARAUIJO et
al., 2003; ROCHA et al., 2010; SILVEIRA et al., 2011). Ao contrario, a mutacao CD39
(HBB:c.118C>T) ¢ a mais frequente nas regioes sudeste e sul, seguida pela mutacao IVSI-
110 (HBB:c.93-21G>A) (COSTA et al., 1990; MARTINS et al., 1993; FONSECA et al.,
1998; REICHERT et al., 2008). Nos individuos avaliados em nosso trabalho, provenientes
do estado do Rio de Janeiro, a mutagao IVSI-6 (HBB:c.92+6T>C) foi mais frequente do
que a mutagdo caracteristica da regido sudeste (HBB:c.118C>T). Esse resultado também
foi encontrado em individuos talassémicos do estado de Sdao Paulo (FERNANDES et al.,

2011), mostrando que, ainda que as mutagdes de talassemia beta no Brasil apresentem
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aspecto regional, a heterogeneidade da populagdo pode evidenciar diferentes perfis

mutacionais. A Tabela 13 traz uma comparagdo entre a frequéncia das principais mutagdes

de talassemia beta em diferentes localidades brasileiras.

Frequéncia Alélica das Mutagoes de Talassemia Beta

=-29 (A>G)
=-83(C>T)

ECD 15 (G > A)
BCD 24 (T > A)
®CD39(C>T)
#IVSIH (A> G)
= IVSI5 (G > A)

IVSI6 (T > C)

IVSI-745 (C =

ECap +20(C>T)

#IVSI-110 (G > A)

G)

Figura 8: Frequéncia alélica das mutagdes encontradas no grupo de individuos com talassemia beta.

Tabela 13: Frequéncia das principais muta¢des de talassemia beta em diferentes localidades do Brasil.

Localidades
CD39(C>T) IVSI-110(G>A) IVSI-6(T>C) IVSI-1(G>A)

Ribeirdo Preto — SP ' 47% 15% 27% -

Campinas — SP * 64,3% 20% 7.1% 5,7%
Séo Paulo — SP* 54,3% 18,6% 18,6% 4,3%
Séo Paulo — SP * 17,0% 12,0% 31,0% 10,0%
Fortaleza — CE ° 21,4% - 35,7% 14,3%
Recife — PE ° 3,5% 8,2% 62,8% 15,1%
Rio Grande do Norte ’ - 5,1% 53,8% 38,5%
Porto Alegre — RS ® 50,9% 18,1% 9,5% 12,9%
Rio de Janeiro ® 8,0% 12,0% 24,0% 8,0%

"' Costa et al., 1990; % Martins et al., 1993; * Fonseca et al., 1998; * Fernandes et al., 2011; > Rocha et al., 2010;
6 Araujo et al., 2003; 7 Silveira et al., 2011; 8 Reichert et al., 2008; ° Presente estudo.
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Dentre as demais mutagdes encontradas em nosso grupo amostral, algumas ja foram
identificadas na populacdo brasileira. As mutagdes IVSI-5 (HBB:c.92+5G>A), de origem
mediterranea, -29 (HBB:c.-79A>G), muito frequente em populagdes afro-americanas, e
CD15 (HBB:c.48G>A), de origem portuguesa, foram relatadas, com baixa frequéncia, em
talassémicos da regido sul do pais (REICHERT et al., 2008). Essas mutagdes também
foram pouco frequentes nos individuos talassémicos do nosso estudo (2% e 4% dos alelos).
As mutagdes IVSII-745 (HBB:c.316-106G>C) e 5°-UTR Cap +20 (C>T) sdo, geralmente,
encontradas em associagdo (YAVARIAN et al., 2001; ROPERO et al., 2013). Na
populagdo brasileira, Fattori e colaboradores (2012) identificaram a presen¢a da mutacao
5’-UTR Cap +20 (C>T) nao associada a mutagao IVSII-745 (HBB:c.316-106G>C). Ao
contrario, nossos achados corroboram a associagdo dessas mutagoes.

As mutagdes -88 (HBB:c.-138C>T) e CD24 (HBB:c.75T>A) ndo apresentam relato
de ocorréncia na populacao brasileira. Ambas as mutacdes sao frequentes em populagdes
afro-americanas. Estudos realizados com individuos da Gedrgia, Carolina do Sul e
Alabama, nos Estados Unidos, mostraram frequéncia de 21% para a mutacao -88 (HBB:c.-
138C>T) e 8% para a mutacdo CD24 (HBB:c.75T>A) (GONZALEZ-REDONDO et al.,
1988). Nos talassémicos avaliados nesse trabalho, ambas as mutagdes foram encontradas
em heterozigose em individuos com talassemia beta intermediaria. Essas mutagdes foram
pouco frequentes (2% dos casos), mas reforgam a participagao de africanos na formacao da
nossa populagdo ndo apenas na heranga de mutagdes caracteristicas desses povos como,
por exemplo, a mutacao BS, mas também das mutacdes que conferem a talassemia beta, e
evidenciam a heterogeneidade das mutagdes que caracterizam a talassemia beta no Brasil.
A Figura 9 ilustra os eletroferogramas que evidenciam a presenca dessas mutagdes.

O polimorfismo Xmnl (y° - 158 C > T) e o padrdo de haplotipos B-Tal foram
investigados. Dentre os individuos analisados, cinco (10%) apresentaram o polimorfismo
Xmnl em heterozigose (trés com talassemia beta intermediaria e dois com talassemia beta
maior). Em relacao aos haplotipos B-Tal, 50,2% apresentaram padrao tipico de combinagdo
e 49,8% apresentaram padrdo atipico. Dentre os padrdes tipicos foram observados o
haplotipo I (30,2%), haplotipo III (8%) e haplotipo V (12%). Foram encontrados os
padrdes atipicos Atp 1 (8,25%), Atp 2 (17,8%), Atp 3 (14%), Atp 4 (4%) e Atp 5 (5,75%).
A Tabela 14 mostra as combinagdes polimorficas encontradas nos individuos talass€émicos

analisados.
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CCTCACCCTGTGGAGCCACATCCTAGGGTTGGCCAATCTACT

Figura 9: Eletroferogramas provenientes do sequenciamento genémico dos individuos com talassemia beta.
As setas evidenciam as mutagdes -88 (HBB:c.-138C>T) (A) e CD24 (HBB:c.75T>A) (B) em heterozigose.

Tabela 14: Caracterizacao dos haplétipos B-Tal identificados nos individuos com talassemia beta.

Haploétipo Hind 111 Hinc 11 Avall BamH I
B-globina y¢ oyt WB 3B B 3B

I - - - - + +

111 + - + + + ;

\% - - - - + -
Atp 1 + + - + + _
Atp 2 + + - - + +
Atp 3 + + - - + .
Atp4 + - - + + +
Atp 5 - - - + + _

Legenda: Atp = padrio atipico; (+) presenca do sitio polimdrfico; (-) auséncia do sitio
polimérfico.

Complicacoes clinicas dos individuos com talassemia beta

A consulta dos prontuarios médicos foi realizada apenas para os 12 individuos que
comparaceram a convocagio de recoleta de amostra. Os individuos com talassemia beta p°
e B+ apresentaram diferengas nas caracteristicas clinicas, dentre elas o regime transfusional,
sobrecarga de ferro tecidual e outras complicagdes clinicas. Todas as informagdes acerca
dessas ocorréncias foram obtidas a partir de consulta aos prontuarios individuais,
informagdes do médico responsavel pelo acompanhamento clinico desses pacientes e

questionario aplicado no momento da assinatura do TCLE.
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Todos os individuos com talassemia beta p° foram clinicamente classificados com
talassemia beta maior, estavam em regime de hipertransfusdo quinzenal e em uso diério de
quelante de ferro (Ferriprox®™ ou Exjade™). Em relagdo as manifestagdes clinicas, todos os
individuos apresentaram sobrecarga de ferro hepatica, com excecao de um deles que, apds
oito anos de terapia quelante regular, ndo apresenta sobrecarga de ferro. Os pacientes
também apresentaram deformidade dssea (4 individuos), esplenomegalia ou esplenectomia
(4 individuos), sobrecarga de ferro cardiaca (3 individuos) e osteoporose (2 individuos).

No grupo com talassemia beta B, trés individuos foram clinicamente classificados
com talassemia beta intermediaria € um com talassemia beta maior. Dois individuos
estavam em regime transfusional regular (15 e 20 dias). Todos eles apresentaram
sobrecarga de ferro hepatica, auséncia de sobrecarga de ferro cardiaca e presenca de
esplenomegalia ou esplenectomia. Dentre as demais ocorréncias clinicas foram verificadas
ulcera de perna (50%), deformidades dsseas e osteoporose (25%). A Figura 10 ilustra o
perfil dos grupos com talassemia beta em relagao ao tratamento e caracteristicas clinicas.

As informagdes genéticas e as caracteristicas do tratamento e das manifestagdes

clinicas estdo em anexo (Anexo 2).

Tratamento e Caracteristicas Clinicas
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Figura 10: Perfil das complicagdes clinicas e tratamento apresentado pelos individuos com talassemia beta B° e
talassemia beta .
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4.2  Analise in silico dos elementos de regulacio por meio de Gendmica
Comparativa

A comparacdo das sequéncias gendmicas de Homo sapiens, Pan troglodytes,
Macaca mulatta, Pongo abelli, Callitrhix jacchus, Cebus apella e Tarsius syrichta revelou
niveis de conservacdo acima de 70% em pelo menos 100 pb na andlise dos genes da y-
globina. O padrao de similaridade observada para as regides codificantes (éxons, em azul)
reflete uma situagdo esperada para a comparacdo entre as espécies escolhidas, visto que
essas sequéncias sao responsaveis pela codificagao de proteinas especificas e importantes
para o desenvolvimento do organismo. O elevado grau de similaridade observado para as
regides ndo codificantes (introns, em rosa) sugere a existéncia de funcionalidade
conservada entre as espécies comparadas. Regides ndo codificantes que apresentam taxas
elevadas de conservacdo podem indicar possiveis sitios de ligacdo para fatores de
transcricao especificos (ANGUITA et al., 2002; TOUCHMAN et al., 2001; FRAZER et
al., 2004; BOFELLI et al., 2004). Assim, essas regides neutras podem refletir fungdo
importante no que diz respeito a regulagdo dos genes da y-globina.

Além disso, os resultados mostraram que o grau de conservagdo observado entre as
espécies analisadas diferiu para cada gene, sendo que o gene HBGI (yA—globina)
apresentou maiores niveis de conservagdo das regides ndo codificantes. A Figura 11
apresenta os resultados graficos fornecidos pelo pacote VISTA na comparacdo das

sequéncias.
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Figura 11: Plots obtidos a partir das analises de comparagdo das sequéncias codificantes e ndo codificantes dos genes da y-globina. Sdo apresentadas as comparagdes entre as
sequéncias gendmicas dos genes y"-globina (HBGI) e y°-globina (HBG2) de Homo sapiens (seta em cinza), Pan troglodytes (linha 1), Pongo abelli (linha 2), Macaca mulatta
(linha 3), Callithrix jaccus (linha 4), Cebus apella (linha 5) e Tarsius syrichta (linha 6), mostrando o padrio de “picos e vales”. Em azul estdo representadas as regides
codificantes (éxons) dos genes e em rosa as regides ndo codificantes (introns). Os resultados indicam conservacdo das sequéncias nao codificantes superiores a 70% em

determinados segmentos, sugerindo funcionalidade para tais regides dos genes analisados.
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A andlise de footprinting filogenético e o rastreamento dos fatores de transcri¢ao
baseado no banco de dados TRANSFAC revelaram 354 motifs conservados nas regides
ndo codificantes do gene HBGI e 231 motifs conservados no gene HBG2 entre as sete
espécies analisadas. Apds a andlise de informagdes da lieteratura acerca da fungdo e do
envolvimento de cada um dos fatores de transcricao na modulagao dos niveis de Hb F, foi
possivel elencar 13 elementos envolvidos na regulagio do gene y*-globina e 10 elementos
associados com a regulacio do gene y°-globina.

Os 10 fatores de transcri¢ao candidatos a regulagdo de ambos os genes y sao CDCS5,
c-MYB, CP2, GATA-1, GATA-2, NF-E2, NF-Y, RUNX-1, TAL-1, e YY1. Trés outros
fatores (BP1, COUP-TFII e PAX-1) estdo envolvidos na regulacio do gene y*-globina,
mas ndo na regulagio do gene y“-globina. Dentre os elementos destacados em nossas
analises, alguns deles se comportam como ativadores transcricionais dos genes y e atuam
como reguladores positivos da expressio da Hb F. Ao contrario, alguns elementos
reguladores atuam como repressores transcricionais € outros fatores formam complexos
proteicos que atuam na regulagdo dos genes das globinas. Ha também fatores de
transcri¢do que atuam indiretamente na regulagdo dos genes da y-globina.

GATA-2 e TAL-1 sdo ativadores transcricionais dos genes y-globina. GATA-2
(GATA binding protein 2) é expresso durante os estdgios iniciais dos precurssores
eritrdides e parece estar envolvido em processos como a auto-renovagdo, proliferagcdo e
sobrevivéncia celular. Alguns trabalhos mostraram que a familia génica da B-globina tem
16 sitios de ligagdo conservados para o fator de transcricdo GATA e que a maioria desses
sitios esta localizada na LCR (locus control region). Além disso, apenas os genes g-globina
e y-globina apresentam sitios de ligacdo para GATA, que sdo ausentes nos genes o-globina
e PB-globina (IKONOMI et al., 2000). TAL-1 (7-cell acute lymphocytic leukemia 1)
participa da formacdo do looping de cromatina entre a LCR e os genes y-globina e atua
recrutando proteinas importantes para esse processo, tais como Ldbl e LMO2 (YUN et al.,
2014). Por promover a interacdo entre os genes € a regido reguladora da expressdao das
globinas, TAL-1 atua como um ativador da expressao da Hb F.

Alguns ativadores dos genes da y-globina estdo envolvidos com mutagdes de
PHHF. Quando combinado com DNMT1, RAP74 e SNEV, CDCS5 (cell division cycle-5)
pode ligar-se a mutacao pontual -198 (T > C) (PHHF nao delecional de origem britanica)
na regido promotora do gene y”*-globina, cujos niveis de Hb F na presenca dessa mutacio
variam de 1.8% a 13% (OLAVE et al., 2007; GLOBIN GENE SERVER'"). Na PHHF nio
delecional de origem brasileira (y* -195 C>G), PAX-1 (paired box 1) é capaz de se ligar a

Globin Gene Server. Human Hemoglobin Mutations. Hb Var: A database of human hemoglobina variants and thalassemia. Disponivel
em http://globin.bx.psu.edu/cgi-bin/hbvar/counter.
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sequéncia TTCCGC na regido promotora do gene HBGI apenas na presenca da mutacao,
fato que indica que esse fator de transcricdo pode desempenhar papel importante na
ativacdo da expressdo da Hb F (ROVERSI et al., 2010). A ligagdo desses fatores de
transcricdo em mutagdes pontuais que conferem niveis aumentados de Hb F pode indicar
que esses elementos genéticos atuam como reguladores da Hb F.

BP1 (beta protein 1) e CP2 (transcription factor CP2) sao ativadores
transcricionais indiretos dos genes da y-globina. BP1 reduz a expressdo do gene -globina
em células da linhagem eritréide, tanto em fases iniciais da maturagdo celular como nas
células maduras. Por sua acao como regulador negativo da expressao da hemoglobina
adulta (Hb A), BP1 pode atuar como um fator ativador da Hb F (MPOLLO et al., 2006).
CP2 esta envolvido na ativacgdo transcricional dos genes da a-globina e desempenha papel
importante na troca de expressdo das globinas por meio da formac¢do de um complexo
proteico com GATA-1 (NCBI’; BOSE et al., 2006). Juntamente com NF-E4 (nuclear
factor erythroid 4), CP2 forma o complexo proteico heterodimérico SSP (stage selector
protein), que esta envolvido na expressao preferencial dos genes da y-globina (ZHOU et
al., 2004).

Por outro lado, c-MYB (myeloblastosis viral oncogene homolog), COUP-TFII
(chicken ovalbumin upstream promoter-transcription factor Il) e GATA-1 (GATA binding
protein 1) atuam como reguladores negativos dos niveis de Hb F. c-MYB regula a
diferenciagdo dos progenitors eritroides (SOZA-RIED et al., 2010). Relatos da literatura
mostraram que niveis elevados de c-MYB inibiram a expressdo do gene da y-globina em
células K562 (BAUER et al., 2012), sugerindo que esse elemento seja um regulador
negativo da expressao da Hb F. Aerbajinai e colaboradores (2009) usaram transfec¢do com
siRNA para mostrar que o knockdown do fator de transcrigdo COUP-TFII resultou na
indugdo da expressdo dos genes y durante a eritropoiese adulta. Além disso, COUP-TFII
pode ligar-se ao fator de transcrigdo BCL11A, por meio dos motifs RID1 e RID2, e formar
um complexo repressor que ¢ capaz de ligar-se a sitios reguladores importantes dos genes
da Hb F (CHAN et al., 2013). GATA-1 ¢ essencial para a sobrevivéncia e maturagdo
terminal dos precurssores eritrdides (IKONOMI et al., 2000). Em relag@o a regula¢do dos
genes das globinas, GATA-1 estd envolvido no silenciamento dos genes y devido sua
participacdo na formacdo de um complexo proteico repressor da Hb F, que inclui a
associacao com BCLI1A, SOX6 , FOG1 e NuRD (XU et al., 2010) e a associagdo com
NF-Y, COUP-TFII e BCL11A (ZHU et al., 2012). Além disso, a perda de sitios de ligagao

*National Center of Biotechnology Information. Disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov.
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para GATA-1 na regido promotora dos genes da y-globina pode prevenir o silenciamento
dos genes HBG1 e HBG2 (CHEN et al., 2008).

YY1 (YYI transcription factor) atua ativando e reprimindo um nimero variavel de
genes por meio de modificacdes das histonas (NCBI). Relatos da literatura mostraram que
YY1 & um repressor transcricional dos genes e-globina e y-globina (RAICH et al., 1995;
ROVERSI et al., 2010). Na presen¢a da PHHF nio delecional brasileira (y* - 195 C>G),
YY1 tem sua interacdo com a regido promotora do gene HBG/ diminuida, o que reduz,
consequentemente, a atividade repressora exercida por esse fator de transcricdo na
expressao da Hb F (ROVERSI et al., 2010).

RUNX-1 (runt-related transcription factor 1) regula a expressdo de genes
especificos envolvidos no controle da hematopoiese como, por exemplo, M-CSFR
(macrophage colony-stimulating factor receptor), IL-3 (interleukin 3) e MPO
(myeloperoxydase) (KUROKAWA, HIRAIL 2003; ROUMIER et al., 2003). O fator de
transcricdo NF-E2 (nuclear factor erythroid 2) ¢ um elemento importante que regula a
expressdo génica das globinas e atua no controle da sintese do grupo heme e na formagao
dos componentes da molécula de hemoglobina (BLANK et al., 1997; ANDREWS, 1998).

NF-Y (nuclear transcription factor Y) estd envolvido tanto na ativagdo como na
repressao dos genes y. De maneira geral, NF-Y recruta GATA-2 para formar um complexo
proteico que ativa a transcricdo dos genes da y-globina, e recruta BCL11A, GATA-1 ¢
COUPTFII, que atuam na repressao da expressao desses genes (ZHU et al., 2012). Assim,
o fator de transcricdo NF-Y pode atuar na ativacdo e no silenciamento dos genes da Hb F,
dependendo dos elementos reguladores que sdo recrutados.

A Figura 12 mostra os possiveis mecanismos de interacdo exercidos pelos fatores
de transcricdo selecionados a partir das andlises in silico nos processos hematopoiéticos,

eritropoiéticos e na regulacao da expressao dos genes das globinas.
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Figura 12: Representacdo da interacdo entre os fatores de transcricdo e a regulacdo da hematopoiese, eritropoiese e expressao dos genes das globinas. Os 13 elementos
selecionados nas analises in silico sdo mostrados. As setas continuas indicam elementos que ativam a transcri¢do. As setas pontilhadas indicam ativadores indiretos. As barras
mostram repressores transcricionais. As caixas brancas (NF-E4 e SSP) indicam fatores que formam complexos proteicos envolvidos na regulacdo. SSP = stage selector
protein.
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Além dos 13 fatores de transcri¢ao indicados em nossas analises, outros elementos
sao conhecidos por regular a expressao dos genes da y-globina dentre eles os membros da
familia Kriippel-like e NF-E4. KLF1 (Kriippel-like factor 1) ¢ um repressor indireto da
expressao dos genes y. KLF1 ativa a expressdao de BCL11A, um fator de transcri¢gdo muito
conhecido como repressor chave da expressdo da Hb F na vida adulta (TALLACK,
PERKINS, 2010). KLF11 (Kriippel-like factor 11) é predominentemente expresso nas
células da linhagem eritroide. Estudos mostraram que KLF11 pode atuar como ativador
transcricional das globinas embrionaria e fetal (ASANO et al., 1999). O fator de
transcrigdo NF-E4, que faz parte do complex SSP juntamente com CP2, pode direcionar a
LCR a regido promotora dos genes da y-globina e, assim, atuar na manutencao dos niveis
de Hb F (ZHOU et al., 2000; ZHOU et al., 2004). Entretanto, esses fatores nao foram
conservados entre as espécies dos grupos Catarrhini e Platyrrhini. A comparagdo apenas
entre os primatas do Novo Mundo e do Velho Mundo, sem o taxon Tarsidae, mostrou
conservacdo desses fatores. Dessa forma, podemos inferir que esses elementos nao
exercem influéncia significativa na produgdo de Hb F em 7. syrichta, uma vez que, nessa
espécie, a hemoglobina fetal ¢ expressa juntamente com a g-globina, constituindo um
cenario diferente do que ocorre nos outros primatas.

Nossos resultados corroboram com os relatos da literature acerca da participagao de
inimeros fatores genéticos na regulagdo dos genes da y-globina. Muitos estudos ja
mostraram reguladores genéticos que podem fornecer informagdes promissoras para o
desenvolvimento de estratégias eficientes na indug¢do dos niveis elevados de Hb F
(MENZEL et al., 2007; THEIN et al., 2007; LETTRE et al., 2008). Sankaran e Orkin
(2013) realizaram uma revisao da literatura a respeito de elementos que atuam na troca de
expressdo das globinas Hb F para Hb A e mostraram que a maioria das moléculas
envolvidas nesses processos sdo os fatores de transcricdo. Nossos resultados mostraram
que as regides nao codificantes do gene HBG1 apresentam sitios de ligacao para 13 fatores
de transcri¢do conservados entre as espécies de primatas do Novo Mundo, do Velho
Mundo e da familia Tarsidae, um ramo basal da ordem Haplorrhini, enquanto o gene
HBG?2 apresenta conservagao para 10 elementos de regulacao.

De maneira geral, o conhecimento dos elementos genéticos envolvidos na
regulagdo dos genes da y-globina forncem embasamento para o estabelecimento de novas
estratégias moleculares que podem ser utilizadas no tratamento de doencas em que os

niveis aumentados de Hb F podem reduzir significativamente a gravidade das
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manifestagdes clinicas e fornecer maior expectativa de vida para os individuos portadores
dessas afecgdes.

Esses resultados foram compilados em um artigo cientifico intitulado “Screening of
Transcription Factors involved in Fetal Hemoglobin regulation using Phylogenetic
Footprinting”, aceito para publicagdo no periddico Evolutionary Bioinformatics (ISSN:

1176-9343; FI: 1,169). O artigo completo esta disponivel no Apéndice 1.

4.3  Analise in silico dos microRNAs envolvidos na regulacio da Hb F

A partir das analises in silico e de informagdes da literatura sobre o envolvimento
nos processos eritropoiéticos e na regulacdo das globinas, foram selecionados 20
microRNAs para analise da expressao. A Tabela 15 apresenta os elementos elencados para
analise da expressao, bem como o numero de identificagdo no banco de dados miRBase, a

sequéncia madura e a localizagcdo cromossomica de cada microRNA.

Tabela 15: MicroRNAs preditos candidatos a regulagdo dos niveis de Hb F.

miR ID- miRBase*  Sequéncia do miR maduro (5°>3’) Cromossomo
hsa-miR-449a MIMATO0001541 UGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGU 5
hsa-miR-449b MIMAT0003327 AGGCAGUGUAUUGUUAGCUGGC 5
hsa-miR-34a MIMATO0000255 UGGCAGUGUCUUAGCUGGUUGU 1
hsa-miR-34c¢-5p MIMATO0000686 AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC 11
hsa-miR-137 MIMAT0000429 UUAUUGCUUAAGAAUACGCGUAG 1
hsa-miR-214 MIMAT0000271 ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU 1
hsa-miR-501-5p MIMAT0002872 AAUCCUUUGUCCCUGGGUGAGA X
hsa-miR-760 MIMATO0004957 CGGCUCUGGGUCUGUGGGGA 1
hsa-miR-362-5p MIMATO0004957 AAUCCUUGGAACCUAGGUGUGAGU X
hsa-miR-4795-3p MIMATO0019969 AUAUUAUUAGCCACUUCUGGAU 3
hsa-miR-96 MIMATO0000095 UUUGGCACUAGCACAUUUUUGCU 7
hsa-miR-26b MIMATO0000083 UUCAAGUAAUUCAGGAUAGGU 2
hsa-miR-151-3p MIMATO0000757 CUAGACUGAAGCUCCUUGAGG 8
hsa-miR-210 MIMAT0000267 CUGUGCGUGUGACAGCGGCUGA 11
hsa-miR-15a MIMATO0000068 UAGCAGCACAUAAUGGUUUGUG 13
hsa-miR-16-1 MIMAT0000069 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG 13
hsa-miR-451 MIMAT0001631 AAACCGUUACCAUUACUGAGUU 17
hsa-miR-144 MIMAT0000436 UACAGUAUAGAUGAUGUACU 17
hsa-miR-221 MIMATO0000278 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC X
hsa-miR-222 MIMAT0000279 AGCUACAUCUGGCUACUGGGU X
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4.4 Relacio entre os fatores de transcricio e os microRNAs rastreados in silico

Na tentativa de estabelecer uma possivel relacdo entre os elementos de regulagao
selecionados nas analises in silico, utilizamos bancos de dados publicos (TargetScan e
microRNA.org) na busca de informagdes a respeito da presenga de sitios de ligagdo para os
miRNAs na regido 3’-UTR dos genes que codificam os fatores de transcri¢ao indicados em
nossa analise de footprinting filogenético.

A partir da busca em banco de dados de predicdo, verificamos que o fator de
transcrigdo c-MYB apresenta sitios de ligagdo para os miR-34a, miR-34c-5p, miR-449a,
miR-449b, miR-96, miR-15a, miR-16 ¢ miR-137. YY1 apresenta sitios de ligacdo para
quatro miRNAs (miR-34a, miR34c-5p, miR-449a e miR-449b) selecionados como
candidatos a regulacdo da Hb F. Por sua atuacdo como repressor na expressao da y-globina,
a agdo exercida por esses miRNAs na regulacio de c-MYB e YY1 pode resultar,
indiretamente, no aumento dos niveis de Hb F circulantes.

Os fatores de transcricdo TAL-1, CP2 e PAXI1 apresentam sitios de ligacdo para
quatro miRNAs (miR-34a, miR34c-5p, miR-449a e miR-449b), dois miRNAs (miR-15a e
miR-16) e um miRNA (miR-137), respectivamente. Esses fatores sdo conhecidos por seu
papel na ativagdo transcricional, direta ou indireta, da y-globina. Sendo assim, a agdo
repressora desses miRNAs nos trés fatores de transcri¢ao pode influenciar a participagao
dos moduladores genéticos que atuam positivamente na regulagdo da manutencdo dos
niveis de Hb F na vida adulta. Esses miRNAs também apresentam sitios de ligacdo no gene
que codifica o fator de transcrigdo NF-Y. Por seu envolvimento na ativagao e na repressao
transcricional da y-globina, a a¢do dos miRNAs exercida sob NF-Y pode modular os niveis
de Hb F positiva ou negativamente.

As informacdes acerca da presenca de sitios de ligacao nos genes codificadores dos
fatores de transcricdo para os miRNAs selecionados como candidatos a regulacdo da Hb F
pode indicar que a regulagdo da expressdo da y-globina também pode ocorrer por meio do
silenciamento desses fatores, que deixam de participar de processos regulatérios acerca da
ativacdo ou repressdao transcricional da Hb F. A Figura 13 mostra a representacao
esquematica dos sitios de ligacdo para os miRs presentes nos genes que codificam os

fatores de transcrigdo elencados em nossa analise in silico.
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Figura 13: Representacdo esquematica dos sitios de ligagdo para miRNAs presentes nos genes que codificam

os fatores de transcri¢do elencados nas andlises de footprinting filogenético.
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4.5  Analise da expressao dos microRNAs

Inicialmente, foram realizados experimentos piloto para definigdo de miRNAs
endogenos utilizados na normalizagdo dos dados de expressao dos miRNAs selecionados
in silico. Foram testados oito miRNAs endogenos, dentre eles RNU24, RNU48, RNU44,
RNU19, RNU6B, HY3, RPL21 e U47. De acordo com as andlises, 0 miRNA endogeno
mais expresso foi o HY3 e que apresentou os melhores resultados nas amostras testadas
(dados nao mostrados). A partir desses resultados, utilizamos o miR-HY3 para as etapas de
normalizac¢do dos dados de expressdo dos 20 miRNAs candidatos a regulacdo da Hb F.

Dentre os principais mecanismos celulares aos quais os elementos selecionados
para a analise de expressao estdo associados destacam-se o controle da proliferacdo e do
ciclo celular, a eritropoiese, a hipdxia e o estresse oxidativo. Estes trés tltimos mecanismos
estdo intimamente relacionados a fisiopatologia das beta-hemoglobinopatias, uma vez que
a eritropoiese ¢ alterada nos individuos com talassemia beta e anemia falciforme, e a
hipdoxia e estresse oxidativo constituem fatores que interderem nos diferentes processos
metabolicos envolvidos com essas afeccdes genéticas. A Tabela 16 resume os processos
celulares aos quais os 20 miRNAs estao relacionados, bem como a relagdo com os fatores
de transcri¢ao elencados em nossas analises in silico, fungdo e possiveis genes alvos desses
reguladores genéticos.

As analises quantitativas mostraram que, dentre os 20 elementos avaliados, 14
miRNAs apresentaram expressao diferencial significante entre os cinco grupos analisados:
miR-144, miR-451, miR-221, miR-222, miR-210, miR-15a, miR-16-1, miR-26b, miR-151-
3p, miR-362-5p, miR-760, miR-4795-3p, miR-449a e miR-449b. Para os miR-137, miR-
214, miR-34a, miR-34c-5p, miR-96 e miR-501-5p ndo houve expressdo diferencial entre

os grupos avaliados (Anexo 3).



Resultados e Discussdo

75
Tabela 16: Caracterizagdo dos processos celulares, fatores de transcricdo relacionados, funcdo e genes alvos
validados aos quais os 20 miRNAs analisados estdo envolvidos.
Processo . Fator de Transcriciao ~ Genes Alvos A .
Celular miRNA relacionado Funeio Validados Referéncia
miR-451 - Rathjen et al.,
Maturagéo Eritroide - 2006. Dore et
miR-144 ¢-MYB, COUPTF, GATA- ¢ al., 2008. Fu et
2, NF-Y, RUNX-1 al., 2009.
miR-221 Felli et al
- NF-Y Inibi¢do da Maturagdo Eritroide Kit ?
Eritropoiese miR-222 2005
miR-15a ¢-MYB, CP2, NF-Y Inibigdo da producdo de células c-Myb Zhao et al.,
eritroides 2009
miR-16 ¢-MYB, CP2 Relagdo com marcadores de - Choong et al.,
superficie de células eritroides 2007
. - . Kosaka et al.,
miR-210 - Maturagao Eritroide - 2008
. . . Expressdao aumentada na Sarakul et al.,
Hipoxia miR-210 - hip6xia - 2013.
Estresse . ¢-MYB, COUPTF, GATA- Redugao da capacidade Sangokoya et
Oxidativo miR-144 2, MF-Y, RUNX-1 antioxidante NR2F al., 2010.
miR-210 - Reducdo da Absorg¢do do ferro TfR1 Y(;sh;(())klz; et
Metabolismo a, :
do ferro miR-26b NFE-Y . Cox-2 Yanhong et al.,
2010.
miR-96 -MYB Inibiao da Hb F HBGI ¢ HBG2 AZZ‘;(‘)Zl‘let al,
Sintese de - —
cadeias Bianchi et al.,
globinicas miR-210 - Indugdo da Hb F - 2009. Sarakul
etal., 2013.
miR-26b NF-Y Supressao tumoral Cdk8 Lietal., 2014,
Roy-
miR-151-3p - Regulagdo do ciclo celular E2f6 Chaudhuri et
al., 2014.
miR-760 - Supressao tumoral HISTIH3D Iwazy g 1e3t al,
. ~ Zhang e Li,
miR-4795 - Supressdo tumoral - 2012
miR449a | CMYB. CP2, NE-Y, TAL-1, Noonan et al.,
YY1 Supressdo tumoral HDACI 2009. Jeon et
miR-449b | ¢-MYB, NF-Y, TAL-1, YY1 al., 2012.
Proliferacio :
e Ciclo miR-34a | c-MYB, NE-Y, TAL-1, YY1 Supressio tumoral Mye Leu;gi)gt al,
Celular Cannell e
miR-34¢-5p | ¢-MYB, NF-Y, TAL-1, YY1 Supressio tumoral Myce Mer | Bushell, 2010.
Hagman et al.,
2013.
Cheng et al.,
miR-137 ¢c-MYB, NF-Y, PAX-1 Supressao tumoral Kit e Cox-2 2014. Liet al.,
2014.
miR-214 - Supressédo tumoral FGFRI Ch;r(; le ; al,
. Xia et al.,
miR-362-5p - Oncogene CYLD 2014
miR-501-5p - Indugdo da replicagdo viral HBXIP Jinetal., 2013.
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Em todas as analises realizadas, ndo observamos diferenga na expressdo dos
miRNAs entre os grupos de anemia falciforme em uso de HU e sem uso de HU, mostrando
que o uso dessa medicacdo especifica ndo altera o perfil de expressdo dos miRNAs
avaliados nos pacientes com anemia falciforme. Embora a HU exerca efeitos benéficos em
relacdo a melhora nos indices hematimétricos e aumento dos niveis de Hb F, o perfil de
expressao de miRNAs preditos a regulacao dos genes da y-globina parece nao ser alterado
pelo uso de HU na anemia falciforme. No entanto, ndo podemos descartar a necessidade de
informacdes a respeito da maxima dose tolerada (MDT) de HU utilizada pelos individuos
com anemia falciforme. Uma vez que a dosagem empregada de HU pode variar de acordo
com caracteristicas fisicas como, por exemplo, o peso corporeo, € possivel que a
quantidade de HU utilizada pelos individuos possa ter influenciado os resultados obtidos
na comparacao entre os grupo com anemia falciforme avaliados nesse estudo.

Além disso, a grande maioria dos miRNAs analisados individualmente quanto a
expressdo, ndo mostrou diferenca estatistica entre o grupo controle e o grupo de talassemia
beta B°. Esse resultado nos permite inferir que: 1) a auséncia do gene da B-globina pode
promover alteracdo no perfil de expressdo dos miRNAs candidatos a regulacdo da Hb F,
diferindo do perfil de expressdo desses elementos em outros grupos com beta-
hemoglobinopatias; ¢ 2) a ocorréncia de frequentes processos de transfusdo sanguinea, que
se faz necessaria devido a gravidade da anemia na talassemia beta B’, pode mimetizar as
caracteristicas do grupo controle em relagdo a auséncia de alteragdo nos genes das
globinas, e resultar em perfis de expressdo dos miRNAs semelhantes nesses grupos. Dessa
forma, a auséncia do gene P e a presenca da Hb A proveniente da transfusdo podem
representar fatores reguladores de outros elementos de regulacdo de genes globinicos,
alterando mecanismos existentes em condicdes em que a Hb adulta ¢ produzida
normalmente o gene da f-globina ¢ funcional, mesmo na presenga de mutagdes. Entre os
demais grupos, as analises mostraram diferencas significantes na expressio dos 14

miRNAs citados anteriormente.

4.5.1 Expressio dos miRNAs envolvidos na eritropoiese

Dos 14 miRNAs diferentemente expressos entre os grupos avaliados, alguns
apresentam relagdes bem estabelecidas com a eritropoiese, atuando em processos como,
por exemplo, maturacdo e proliferacdo de células precursoras eritrdides, expressdo de

genes globinicos e anucleagdo em células eritrpoides maduras (BIANCHI et al., 2012). Os
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miR-144, miR-451, miR-221, miR-222, miR-15a, miR-16 ¢ miR-210 estdo envolvidos
nesses processos.

Os miR-144 ¢ miR-451, codificados em uma mesma familia de miRNA, sdo
essenciais para a eritropoiese e constituem marcadores especificos das células eritroides
(RATHIJEN et al., 2006; DORE et al., 2008; FU et al., 2009). A expressdao do /ocus miR-
144/miR-451 ¢ dependente do fator de transcricdo GATA-1, importante para o
desenvolvimento das células da linhagem eritroide e regulagdo de outros elementos
fundamentais na diferenciagdo eritrdide como, por exemplo, os fatores GATA-2 e KLF1
(KOLODZIEJ, 2008; FU et al., 2009).

Por seu importante envolvimento na formagado de cé€lulas eritroides maduras, niveis
reduzidos dos miR-144 ¢ miR-451 podem estar associados com diminuicao da quantidade
de eritrocitos e gerar, entre outras consequéncias, um quadro de anemia. Esse fato pode
explicar os resultados encontrados em nossas analises, uma vez que os grupos controle e
talassemia beta B’ apresentaram maiores niveis de expressio desses miRNAs. Os
individuos do grupo com talassemia beta B° estdo em regime de hipertransfusdo quinzenal,
o que promove melhora das concentragdes de eritrocitos e hemoglobina, resultando em
reducdo do quadro anémico, com presenca de Hb A em niveis elevados e de Hb F préoximo
dos valores de normalidade (mediana de 2,35%). Dessa forma, os niveis de expressao dos
miR-144 e miR-451 verificados nesse grupo ndo diferiram dos valores encontrados para o
grupo controle.

Ao contrario, os niveis de expressdao desses dois miRNAs foram significantemente
menores nos grupos com anemia falciforme em uso ou ndo de HU. Nos individuos com
talassemia beta " apenas o miR-451 foi menos expresso em relagio ao grupo controle e ao
grupo de talassemia beta f°. Em conjunto, nossos achados nos permitem inferir que: 1) a
menor expressao dos miR-144 e miR-451 nos grupos portadores de beta-
hemoglobinopatias pode ter relagdo com o quadro anémico, uma vez que individuos sem
queixas de anemia ou reducdo da anemia, decorrente do frequente processo de transfusao
sanguinea (talassemia beta B°), apresentaram maiores niveis de expressdo desses elementos
de regulacdo; 2) a diferenga nos niveis desses miRNAs entre os grupos de talassemia beta,
B’ e B*, sugerem a possivel intereferéncia da auséncia de expressdo do gene f no perfil de
expressdo de elementos candidatos a regulacdo de outros genes da familia B-globina; e 3) a
maior expressdo desses miRNAs no grupo controle, com niveis de Hb F dentro dos valores

de normalidade, e no grupo com talassemia beta B’, com niveis reduzidos de Hb F
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circulantes devido a interferéncia do processo transfusional, em relagdo aos demais grupos,
que expressam niveis aumentados de Hb F, pode indicar a participagdo desses elementos
na regulacao da expressao dos genes da y-globina. A Figura 14 mostra a comparagao dos
niveis de expressdo dos miR-144 e miR-451 nos grupos analisados.

Em camundongos, niveis reduzidos dos miR-144 ¢ miR-451 culminaram em atraso
no processo de maturagdao eritroide, esplenomegalia, anemia e hiperplasia medular
(RASMUSSEN et al.,, 2010). Por outro lado, a superexpressao do miR-451 induz a
diferenciagdo eritroide e maturagdo das células precursoras hematopoiéticas, sugerindo que
a transfeccao de vetores contedo esse miRNA em células precursoras pode representar uma
estratégia na producdo induzida de eritrocitos para o tratamento das Dbeta-

hemoglobinopatias (KOUHKAN et al., 2013).

miR-144 miR-451
10* 108
103 a Y

10"

=t

o
o,
on

°
- v
b
L g

"

102 ad +

=X
o
w

10° -
n

Expressao relativa (log 2°%)
°
R
o
] ;1_|.|<
D
¢ o
©
Expressao relativa (log 2°%)
Q
°
°

10" T T

-

-

o
-

1 ] L} 1 1} 1
S & F P PP I
P o°°\

Figura 14: Expressdo diferencial dos miR-144 e miR-451 entre os grupos analisados. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica. Controle: grupo controle. HU: anemia falciforme em uso de hidroxiureia. SS: anemia
falciforme sem uso de hidroxiureia. BO: talassemia beta B°. B+: talassemia beta p. Teste estatistico ANOVA
one-way complementado por Tukey para o miR-144 (p<0,00001), com diferenca significante entre GC x HU
(p=0,000286), GC x SS (p=0,002238), B0 x HU (p=0,000202) ¢ BO x SS (p=0,00117). Teste estatistico Kruskal-
Wallis complementado por Dunn para o miR-451 (p<0,00001), com diferenca significante entre GC x HU
(p=0,00332), GC x SS (p=0,007714), GC x B+ (p=0,018045), BO x HU (p=0,015765), B0 x SS (p=0,026591) e
B0 x B+ (p=0,048373).

Os miR-221 e miR-222 atuam indiretamente na inibi¢do da eritropoiese via
repressao da expressao do receptor Kit, um receptor tirosina-quinase expresso na superficie
dos eritroblastos, que apresenta papel importante na auto-renova¢do ¢ manutencao das

células precursoras hematopoiéticas (KENT et al., 2008). Os niveis de expressao dos miR-
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221 e miR-222 sdo elevados nas células progenitoras hematopoiéticas e sdo reduzidos
durante a diferenciagdo e maturacdo das células eritropoiéticas. Baixos niveis desses
miRNAs podem resultar em aumento da expressao do receptor Kit e, consequentemente,
na proliferacdo das células eritréides. Estudos funcionais mostraram a participagdo dos
miR-221 e miR-222 na inibicdo da eritropoiese normal, via manutencdo de niveis
reduzidos de expressao do receptor Kit (FELLI et al., 2005).

A regulacdo exercida pelos miR-221 e miR-222 nos niveis de expressao desse
receptor também podem atuar na modulagdo dos niveis de Hb F. A inducdo da expressdo
de Kit em cultura de células eritroides revelou aumento nas concentracdoes de Hb F,
indicando a existéncia de relacdo direta entre essas moléculas. Relatos da literatura
revelaram que a superexpressdao dos miR-221 e miR-222 em progenitores eritrdides pode
inibir o papel do receptor kit, atuando na manuten¢do de niveis diminuidos de Hb F
(GABBIANELLI et al., 2010).

Nossas analises mostraram expressao diferencial do miR-221 entre o grupo controle
e os demais grupos, com excecao do grupo com talassemia beta B’, e entre o grupo de
talassemia beta p° com o grupo de anemia falciforme em uso de HU e talassemia beta B’
Esse resultado pode indicar a atuacdo desse miRNA na regulacdo dos niveis de Hb F, pois
na presen¢a de elevados niveis do miR-221 baixas concentragoes de Hb F foram
verificadas. Além disso, a maior expressdo desse elemento de regulagcdo na talassemia beta
B® em relagdo & talassemia beta B* pode refletir o papel da auséncia do gene B na alteragéo
da expressao de fatores genéticos que atuam na regulagdo de genes presentes na familia -
globina.

O miR-222 foi diferentemente expresso apenas entre os grupos controle e
talassemia beta P’ em relagio ao grupo em uso de HU. A terapia com HU promove
elevacao dos niveis de Hb F, que estiveram relacionados a expressdo reduzida dos miR-
221 e miR-222. Juntos, esses achados sugerem a participacdo dos miR-221 ¢ miR-222 na
regulacdo dos genes da y-globina, uma vez que a expressdo desses elementos foi menor
nos grupos que expressam maiores niveis de Hb F. No entanto, ndo podemos concluir, com
base nesses resultados, se essa possivel regulagdo ocorre diretamente ou de forma indireta
nos genes da y-globina, via ativadores da expressdao da Hb F, como mostrado na literatura
(GABBIANELLI et al., 2010). A Figura 15 evidencia a expressao diferencial dos miR-221

e miR-222 nos grupos amostrais analisados.
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Figura 15: Expressdo diferencial dos miR-221 e miR-222 entre os grupos analisados. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica. Controle: grupo controle. HU: anemia falciforme em uso de hidroxiureia. SS:
anemia falciforme sem uso de hidroxiureia. BO: talassemia beta B°. B+: talassemia beta B*. Teste estatistico
ANOVA one-way complementado por Tukey para o miR-221 (p<0,00001), com diferenca significante entre
GC x HU (p=0,001844), GC x SS (p=0,012528), GC x B+ (p=0,0000646), BO x HU (p=0,034237) ¢ BO x B+
(p=0,0059006). Teste estatistico ANOVA one-way complementado por Tukey para o miR-222 (p<0,00001),
com diferenga significante entre GC x HU (p=0,001797)e B0 x HU (p=0,000146).

O miR-15a atua na hematopoiese por meio da regulagdo do gene c-Myb, importante
no processo de desenvolvimento celular. A expressdo do produto desse gene, c-MYB, ¢
elevada nas células hematopoiéticas primitivas e reduzida nas células em estagio terminal
de diferenciacao (ROSSON; O'BRIEN, 1995). c-MYB também atua na progressao do ciclo
celular das células hematopoiéticas. Estudos mostraram que células transfectadas com
miR-15a tiveram bloqueio do ciclo celular na fase G1. Dessa forma, a expressao elevada
do miR-15a pode regular o processo de ciclo celular nas células hematopoiéticas pelo
efeito causado na expressao de c-MYB (ZHAO et al., 2009). A expressdao aumentada do
miR-15a promove inibi¢do da formacao de coldnias de progenitores hematopoiéticos. Zhao
e colaboradores (2009) mostraram que, apds transfec¢do com mimic-miR-15a, uma
biomolécula artificial que mimetiza a expressdo desse elemento, houve redugdo da
formacdo de colonias mieloides e eritrdides, indicando a participagdo desse elemento de
regulagdo na hematopoieise.

Relatos da literatura mostraram o envolvimento do miR-16 na regulacdo da
progressao do ciclo celular. Niveis elevados desse miRNA bloquearam o ciclo celular na
fase GO/G1 por meio da regulagdo negativa que esse elemento promoveu em genes alvos

que atuam na transi¢ao das fases GO/G1 para a fase S (LINSLEY et al., 2007). Além disso,
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esse miRNA foi relacionado positivamente a expressdo de marcadores de superficie de
células eritroides CD36, CD71 e CD235a e sintese de hemoglobina (CHOONG et al.,
2007).

Os miR-15a ¢ miR-16-1 também atuam indiretamente no aumento da expressao dos
genes da y-globina. Individuos que apresentam trissomia do cromossomo 13 mantém
niveis elevados de Hb F devido ao atraso na troca de expressdo das cadeias y-globina para
B-globina. Sankaran e colaboradores (2011) verificaram que o aumento da expressao dos
miR-15a ¢ miR-16-1 e da Hb F na trissomia do cromossomo 13 sdo resultantes da
regulacdo negativa que esses miRNAs exercem no gene Myb, cujo produto génico, o fator
de transcrigdo MYB, ¢ conhecido por atuar negativamente no controle da expressao da vy-
globina (JIANG et al., 2006).

Nossos resultados mostraram expressao diferencial desses elementos nos grupos
analisados. O miR-15a foi mais expresso no grupo com talassemia beta p° em relagio aos
demais grupos com beta-hemoglobinopatias. No grupo com talassemia beta B°, o processo
transfusional frequente exerce influéncia no aumento das concentracoes de Hb A e,
consequentemente, na baixa quantidade de Hb F circulante. Sendo assim, esse grupo
apresenta reducao dos niveis de Hb F em relagdo aos demais grupos portadores de beta-
hemoglobinopatias. A expressdao diferencial do miR-15a verificada nesses grupos pode
refletir a mudanga na expressdo de reguladores genéticos de outros genes presentes na
familia B-globina mediada pela auséncia do gene P. Além disso, os grupos que
apresentaram maiores niveis de Hb F tiveram menores niveis de expressdao desse miRNA,
sugerindo o papel desse elemento na modulagdao da Hb F.

Os niveis de expressdo do miR-16-1 foram diferentes entre o grupo controle e os
demais grupos, exceto o grupo com talassemia beta p’, e entre o grupo com talassemia beta
B’ e os grupos com anemia falciforme, independente do uso de HU. De modo semelhante
aos demais miRNAs, a expressdo elevada do miR-16-1 nos grupos com menores niveis de
Hb F circulantes em relagdo aos grupos com maiores niveis percentuais de Hb F sugere a
participagdo desse elemento na modulagdo dos niveis dessa hemoglobina na vida adulta.
De acordo com nossos resultados, ndo foi possivel estabelecer se a via de atuagao dos miR-
15a e miR-16-1 estéd relacionada a regulagdao de outros fatores que influenciam, direta ou
indiretamente, a expressdo da Hb F. No entanto, podemos inferir que, na presenca da

. . . . +
anemia falciforme, independente do uso de HU, e na talassemia beta ', esses elementos
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tém niveis de expressdo relativa reduzidos. A Figura 16 ilustra a comparacdo entre os

niveis de expressao relativa dos miR-15a e miR-16-1, nos grupos avaliados.
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Figura 16: Expressdo diferencial dos miR-15a e miR-16-1 entre os grupos analisados. Letras diferentes
indicam diferenga estatistica. Controle: grupo controle. HU: anemia falciforme em uso de hidroxiureia. SS:
anemia falciforme sem uso de hidroxiureia. BO: talassemia beta p°. B+: talassemia beta B*. Teste estatistico
ANOVA one-way complementado por Tukey para o miR-15a (p=0,000015), com diferen¢a significante entre
B0 x HU (p=0,000147), BO x SS (p=0,000482) ¢ BO x B+ (p=0,002498). Teste estatistico ANOVA one-way
complementado por Tukey para o miR-16-1 (p<0,00001), com diferenca significante entre GC x HU
(p=0,000138), GC x SS (p=0,000183), GC x B+ (p=0,008691), BO x HU (p=0,000907) ¢ BO x SS
(p=0,001721).

O miR-210 tem papel importante na maturacdo eritroide. Niveis elevados desse
miRNA foram verificados em células em estdgio terminal da diferencia¢do celular,
sugerindo a atuagdo do miR-210 na etapa de producao de eritrocitos. Em cultura de células
in vitro, a estimulacdo por eritropoietina (EPO) resultou em aumento nos niveis de
expressao desse elemento de regulacdo, indicando que a expressdo do miR-210 pode estar
envolvida em mecanismos celulares dependentes de EPO (KOSAKA et al., 2008). Nossos
resultados mostraram aumento dos niveis desse miRNA em individuos sem queixas de
anemia ¢ em portadores de talassemia beta B°, que recebem transfusdo sanguinea
regularmente, mantendo niveis adequados de eritrocitos e hemoglobina. Dessa forma,
podemos inferir que, por sua atuacdo na maturagao das células eritrdides, altos niveis do
miR-210 possam estar relacionados a redugdo do quadro anémico. Essa inferéncia ¢
corroborada por nossos resultados, uma vez que individuos com anemia falciforme e

. + . ~ e, g . ~ . . N , .
talassemia beta ', cujas concentracdes de eritrocitos sdo reduzidas devido a propria
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natureza da doenca e nos quais os episodios de transfusdo sanguinea sdo menos frequentes,
apresentaram baixa expressao desse miRNA.

Na talassemia beta, a eritropoiese ineficaz, tem como consequéncia a diferenciacao
eritroide acelerada. No entanto, os mecanismos fisiopatologicos que envolvem a
diferenciagdo e maturacdo celular acelerada ndo estdo totalmente estabelecidos (RIBEIL et
al., 2013). Sendo assim, refor¢amos, por meio dos nossos resultados, o papel do miR-210
nas etapas de producdo de células maduras na talassemia beta, a fim de suprir a
necessidade fisiologica relacionada ao numero de células sanguineas para transporte
adequado de oxigénio.

O miR-210 tem envolvimento, também, na homeostase do ferro. Esse miRNA tem
como alvo de regulagdo o gene que codifica o receptor de transferrina (7fR), responsavel
pela internalizagdo do ferro nas células. Na presenca de elevados niveis de miR-210,
baixos niveis de TfR sdo expressos, reduzindo a absor¢do celular do ferro e,
consequentemente, resultando em deficiéncia de ferro (YOSHIOKA et al., 2012). Os
individuos avaliados em nosso estudo nao apresentaram deficiéncia de ferro. Ao contrario,
todos os individuos portadores de talassemia beta apresentaram sobrecarga de ferro
hepatica e, em alguns casos, cardiaca. No grupo com talassemia beta p’, caracterizado pela
presenga de individuos com sobrecarga em ambos os 6rgdos, houve aumento nos niveis de
expressao do miR-210 (Figura 17). Esse resultado sugere a participa¢do desse elemento na
regulacdo da homeostase do ferro como um todo, ndo apenas na deficiéncia, mas também
na sobrecarga de ferro tecidual por meio da regulagdo de genes envolvidos diretamente aos
processos de sobrecarga de ferro. No entanto, ¢ necessario investigar o envolvimento de
genes especificos do metabolismo do ferro a fim de identificar possiveis alvos envolvidos
nesse processo metabolico. A Figura 17 mostra o perfil de expressdo do miR-210 nos cinco
grupos avaliados.

Outros relatos mostraram que a participagdo do miR-210 na eritropoiese ¢
medidada pela hipéxia, uma vez que na presenca de baixos niveis de oxigénio ocorre
ativacdo da eritropoiese devido a liberagio de EPO (HAASE, 2010; SARAKUL et al.,
2013). Sendo assim, o miR-210 pode apresentar relacdo com outros processos metabolicos,

além da maturacao eritroide, que serdo discutidos em seguida.
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Figura 17: Expressdo diferencial do miR-210 entre os grupos analisados. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica. Controle: grupo controle. HU: anemia falciforme em uso de hidroxiureia. SS: anemia falciforme
sem uso de hidroxiureia. BO: talassemia beta p’. B+: talassemia beta B'. Teste estatistico ANOVA one-way
complementado por Tukey (p=0,000017), com diferenga significante entre GC x HU (p=0,000419), GC x SS
(p=0,001925), BO x HU (p=0,000634) e BO x SS (p=0,002806).

4.5.2 Expressiao dos miRNAs envolvidos na hipoxia

Dentre os elementos diferentemente expressos entre os grupos avaliados, o miR-
210 apresenta forte relacdo com o processo de hipoxia. O fator indutor de hipoxia (HIF)
age no controle da resposta celular a hipdxia e, além disso, atua como o mediador central
da ativagdo transcricional do miR-210. Sarakul e colaboradores (2013) mostraram que, em
condi¢cdes de hipoxia, houve aumento da expressdo de a-globina e y-globina, bem como de
marcadores especificos de células da linhagem eritréide CD71 e CD235a. Na presenga de
anti-miR-210, uma biomolécula que inibe a acdo do miR-210, houve redugdo significante
da expressdo das cadeias globinicas formadoras da Hb F, sugerindo amplo papel desse
miRNA em processos que envolvem a eritropoiese, hipoxia e sintese de cadeias globinicas.

As beta-hemoglobinopatias sdo alteragdes genéticas que sdao intimamente
relacionadas a anemia hemolitica cronica e hipdxia. Na talassemia beta, as células
progenitoras eritroides sdo produzidas em um microambiente com baixas concentragdes de
oxigénio, na medula 6ssea (SARAKUL et al., 2013). Sabendo que na presenga de hipdxia
niveis elevados do miR-210 sdo expressos € que, por sua vez, esse miIRNA acentua a
diferenciagdo eritroide em resposta a hipoxia, € possivel que, na presenca da talassemia
beta, elevados niveis do miR-210 sejam expressos. Nossos resultados corroboram essa

inferéncia em relacdo ao aumento de expressdo do miR-210 em individuos portadores de
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talassemia beta B’, que representa a forma mais grave da doencga (Figura 17). Na anemia
falciforme, a hipoxia pode apresentar uma relacao tecido-especifica. Os dois grupos com
anemia falciforme analisados nesse trabalho, em uso e nao uso de HU, apresentaram como
principais caracteristicas clinicas a ocorréncia de ulceras de perna e episdédios de AVE,
respectivamente. Nesse sentido, nossos resultados evidenciam menores niveis de expressao
do miR-210 na anemia falciforme, uma vez que ndo analisamos a expressao tecido-
especifica desse miRNA, mas sim a expressao em células da linhagem eritroide presentes
na circulacdo periférica (Figura 17).

A sintese de cadeias globinicas também envolve a atuacdo do miR-210. Em anélise
do perfil de microRNAs expressos pelas células eritroides precursoras de individuos sem
anemias e portadores de talassemia beta, associada ou ndo a presenga de mutacdes de
PHHF, Bianchi e colaboradores (2009) verificaram expressdo aumentada do miR-210 na
presenga de PHHF, constituindo uma relagdo positiva entre 0 miRNA e a Hb F. Nossos
resultados mostraram maiores niveis de expressdo nos grupos controle ¢ talassemia beta p°
em relacdo aos grupos com anemia falciforme, independente do uso de medicagdo
especifica (Figura 17). De maneira geral, o grupo portador de anemia falciforme
apresentou maiores concentragdes de Hb F, o que nos leva a inferir que, na presenga de
niveis elevados do miR-210, menores niveis de Hb F sdo expressos. Assim, ndo podemos
descartar o possivel papel do miR-210 na modulag¢do negativa da expressao do gene da y-
globina. No entanto, faz-se necessaria a identificacdo, e posterior validacdo, de possiveis
alvos do processo de regulacdo da Hb F para determinar a atuagdo direta ou indireta desse

miRNA no gene y.

4.5.3 Expressao do miRNAs envolvidos no estresse oxidativo

Relatos da literatura mostraram o envolvimento do miR-144 na modula¢dao do
estresse oxidativo na anemia falciforme via regulacdo do gene NRF?2 (nuclear factor-
erythroid 2-related factor 2). Esse gene codifica o fator de transcri¢ao nuclear NRF2, um
mediador da tolerancia ao estresse oxidativo, que desempenha papel importante no
desenvolvimento das células eritroides devido sua forte relacdo com o estresse oxidativo,
que influencia o processo de maturagao dessas células. Em condi¢des de estresse oxidativo,
NRF2 se liga a elementos especificos presentes em promotores de genes envolvidos na
resposta a esse processo metabdlico e essa ligagdo induz a expressdo de enzimas

antioxidantes (ISHII et al., 2000; SANGOKOYA et al., 2010). O miR-144 ¢ um regulador
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direto da expressdao de NRF2. Niveis elevados do miR-144 estdo associados a redugdo na
expressdo de NRF2 em condigdes de estresse. A superexpressdo desse miRNA e
consequente redugdo de NRF2 promove diminui¢do nas concentracdoes de enzimas
antioxidantes como glutationa reduzida (GSH), superéxido desmutase (SOD) e catalase
(CAT), indicando que a expressdo do miR-144 pode estar relacionado a reducdo da
capacidade antioxidante na anemia falciforme (SANGAKOYA et al., 2010).

Nossos resultados mostraram menor expressao do miR-144 nos individuos com
anemia falciforme, independente do uso de HU, em relagdo ao grupo controle e individuos
com talassemia beta B’ (Figura 14). Embora a anemia falciforme apresente estresse
oxidativo cronico, ndo verificamos aumento na expressao do miR-144 nesses individuos, o
que sugere o envolvimento de outros fatores nas vias que caracterizam a relagdo desse

elemento de regulagdo e o estresse oxidativo.

4.5.4 Expressao dos miRNAs envolvidos no controle da proliferacao e ciclo celular

Dos 14 miRNAs selecionados como candidatos a regulacdo dos genes da y-globina,
alguns deles apresentam relagdo conhecida com os processos de proliferacdo celular e
controle do ciclo celular. Dentre eles, os miR-26b e miR-151-3p ja foram investigados em
individuos com beta-hemoglobinopatias em relagdo ao possivel envolvimento com a
sintese de Hb F. Ao contrario, os miR-362-5p, miR-760, miR-4795, miR-449a e miR-449b
ndo apresentam, at¢é o momento, nenhuma relacdo estabelecida com o0s processos
eritropoiéticos e sintese de globinas, de modo que nossos resultados podem representar os
primeiros relatos do envolvimento desses elementos de regulagdo em processos vinculados
as beta-hemoglobinopatias.

O miR-26b ¢ abundantemente expresso em adipdcitos e apresenta niveis de
expressdao elevados durante o processo de diferenciacdo dessas células. Fatores
relacionados a obesidade podem afetar a expressdao desse miRNA (SONG et al., 2014; XU
et al, 2014). A superexpressdo do miR-26b foi verificada, também, na doenca de
Alzheimer (ABSALON et al., 2013). Baixos niveis desse miRNA foram encontrados em
células de cancer de mama, exercendo papel supressor tumoral por meio da regulacao do
gene CdkS8 (cyclin-dependent kinase 8), importante na progressao do ciclo celular (LI et al.,
2014).

Relatos da literatura mostraram que o miR-26b ¢ conhecido por regular a expressao

do gene ciclo-oxigenase 2 (Cox-2), envolvido no desenvolvimento e crescimento tumoral
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(JI et al., 2010). A expressao de COX-2 ¢ influenciada pela agdo de fatores relacionados a
hipoxia, HIF-1a e NF-xB (KAIDI et al., 2006). Em células epiteliais de carcinoma
nasofaringeal tratadas com desferoxamina, os niveis do miR-26b foram pouco expressos,
resultando no aumento de expressdo de COX-2. A desferoxamina, quelante de ferro, ¢
capaz de mimetizar a a¢do da hipoxia e elevar os niveis de expressdo de mediadores
inflamatérios. Consequentemente, hd aumento da expressao de COX-2 e redugdo dos
niveis do miR-26b. Em nossas analises, houve expressao diferencial do miR-26b entre o
grupo com talassemia beta B° e individuos com anemia falciforme em uso de HU (Figura
18). No grupo com talassemia beta, todos os individuos estavam em uso regular de
quelante de ferro, ao contrario do grupo com anemia falciforme. Entretanto, nossos
resultados mostraram maior expressao do miR-26b em células provenientes de individuos
em uso de quelante de ferro, o que nos permite inferir que a utilizagdo desse componente
pode alterar a expressdo de miRNAs envolvidos em diferentes processos metabdlicos
como, por exemplo, o metabolismo do ferro.

Nesse sentido, buscamos informacodes a respeito do possivel envolvimento do miR-
26b na regulacdo de genes que atuam na homeostase do ferro. A partir da andlise de
predicdo em bancos publicos de genes alvos de miRNA®, verificamos que o gene HFE,
importante regulador da absor¢do do ferro, apresenta sitios de ligacdo para o miR-26b
sendo, portanto, um possivel alvo de regulagdo desse miRNA. A relacdo predita entre o
gene HFE e o miR-26b reforga a hipdtese do envolvimento desse elemento de regulacdo no
metabolismo do ferro.

O miR-151-3p exerce influéncia na expressdao do gene E2f6 (E2F transcription
factor 6), envolvido no controle do ciclo celular (ROY-CHAUDHURI et al., 2014). Niveis
elevados de expressdo desse miRNA foram verificados em células epiteliais de
colangiocarcinoma (McNALLY et al., 2013).

A relagdo dos miR-26b e miR-151-3p com a expressdao da Hb F foi verificada por
Walker e colaboradores (2011) em individuos com anemia falciforme. A avaliacdo do
perfil de expressdo desses miRNAs mostrou expressdo aumentada dos miR-26b e miR-
151-3p em pacientes com anemia falciforme. Os niveis de miR-26b foram inversamente
proporcionais aos niveis expressos de Hb F antes do uso de HU e apds administragdo da
maxima dose tolerada da droga, indicando que o uso de HU nao alterou a relagdo existente
entre 0 miR-26b e a Hb F. Por outro lado, o miR-151-3p apresentou maiores niveis de

expressao apos o uso de HU, associado ao aumento da Hb F induzido pela droga.

> Relagdo predita indicada pelo banco de dados DIANA LAB (DNA Intelligent Analysis), disponivel em http://diana.imis.athena-
innovation.gr/DianaTools/index.php.
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De acordo com nossos resultados, a expressao do miR-26b foi maior no grupo com
talassemia beta B’ em relagio ao grupo com anemia falciforme em uso de HU, que
apresentou maiores concentracdes de Hb F (Figura 18). Nossos dados diferem dos relatos
de Walker e colaboradores (2011), indicando que o aumento da expressdo da Hb F,
mediado pelo uso de HU, pode alterar o perfil de expressdo do miR-26b e sugerir seu
envolvimento na modulacao dos niveis de Hb F.

Em relagao ao miR-151-3p, nossas analises mostraram expressao diferencial desse
miRNA entre os grupos controle e talassemia beta f° com os grupos de anemia falciforme,
independente do uso de HU (Figura 18). Nossos resultados mostraram que o uso de HU
ndo influenciou a expressao do miR-151-3p nos individuos com anemia falciforme
avaliados. A partir desses resultados, podemos sugerir que, na presenga da anemia

falciforme, a expressdo do miR-151-3p ¢ reduzida.
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Figura 18: Expressdo diferencial dos miR-26b e miR-151-3p entre os grupos analisados. Letras diferentes
indicam diferenga estatistica. Controle: grupo controle. HU: anemia falciforme em uso de hidroxiureia. SS:
anemia falciforme sem uso de hidroxiureia. BO: talassemia beta p°. B+: talassemia beta p*. Teste estatistico
Kruskal-Wallis complementado por Dunn para o0 miR-26b (p=0,0039), com diferenga significante entre BO x
HU (p=0,016231). Teste estatistico ANOVA one-way complementado por Tukey para o miR-151-3p
(p=0,000083), com diferenca significante entre GC x HU (p=0,023592) ¢ BO x HU (p=0,000143).

Embora a maioria dos miRNAs que apresentaram expressdo diferencial em nossos
grupos de estudo ja tenham sido relacionados, direta ou indiretamente, com a maturagdo
eritroide e expressao de Hb F, os miR-362-5p, miR-760, miR-4795, miR-449a e miR-449b
ndo apresentam evidéncias experimentais para tais associagdes €, até o momento, esses

elementos de regulagdo foram associados a diferentes tipos de cancer.
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Niveis elevados de expressdo do miR-362-5p foram verificados em cancer gastrico
e em células de carcinoma hepatocelular. A superexpressao do miR-362-5p promovou
aumento da proliferagao celular, resisténcia a apoptose e metastase. Em ambos os
carcinomas, os niveis de expressdo desse miRNA foram inversamente proporcionais a
expressdo do gene CYLD, que apresenta papel na supressdo tumoral. A reducdo das
concentracdes de CYLD ativam a via de sinalizacao de NF-xB, uma familia de fatores de
transcricdo envolvidos em processos inflamatorios, resposta imune, proliferacdo e
diferenciagdo celular (OECKINGHAUS; GHOSH, 2009; XIA et al., 2014; NI et al., 2015).

Nossos dados mostraram expressao diferencial do miR-362-5p entre os individuos
com talassemia beta P’ e os demais grupos analisados, com excecdo do grupo com
talassemia beta P’, de forma que houve redugdo da expressio desse elemento em
individuos sem anemias e portadores de anemia falciforme, independente do uso de
medicagdo especifica. O fato de que os grupos com talassemia beta ndo apresentaram
diferenca significante na expressao desse elemento, nos permite inferir que caracteristicas
intrinsecas a doenga como, por exemplo, a mutagao que confere o fendtipo talassémico
e/ou fatores de regulacdo envolvidos na fisiopatologia da talassemia, possam alterar a
expressdo desse miRNA. No entanto, nossos resultados ndo nos possibilita afirmar essa
hipotese.

Sabe-se que as mutacdes que caracterizam a talassemia beta tem relagdo com os
haplotipos B-Tal e com outros polimorfismos no gene da f-globina, comumente
encontrados nos individuos portadores dessa afec¢do genética. Estudos de Fonseca e
colaboradores (1998), avaliando individuos com talassemia beta provenientes do estado de
Sao Paulo, no Brasil, identificaram associagdo da mutagdo CD39 (C > T) com os
haploétipos I e II, IVSI-110 (G > A) e haploétipo 1, e IVSI-6 (T > C) com os haplotipos VI e
VIIIL. Na Turquia, relatos da literatura mostraram associagao da mutagao IVSI-110 (G > A)
com os haplétipos 1, IV e V, e da mutacao IVSI-6 (T > C) com os haplotipos III e VII
(BILGEN et al., 2011). Além da combina¢do de haplotipos B-Tal, cinco polimorfismos no
gene B sdo comumente identificados em individuos com talassemia beta: codon 2 (CAT >
CACQ), IVS-1I-16 (G>C), IVS-1I-74 (T>G), IVS-II-81 (C>T) e IVS-11-666 (C>T) (ORKIN
et al., 1982). Esses polimorfismos foram encontrados nos individuos com talassemia beta
avaliados nesse estudo. Assim, ¢ possivel que o conjunto polimoérfico presente no gene 3 e
na familia B-globina exercam influéncia em outros reguladores que modulam a expressao

dos genes dessa familia como, por exemplo, os miRNAs.
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A Figura 19 ilustra o perfil de expressao do miR-362-5p nos grupos analisados.
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Figura 19: Expressdo diferencial do miR-362-5p entre os grupos analisados. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica. Controle: grupo controle. HU: anemia falciforme em uso de hidroxiureia. SS: anemia
falciforme sem uso de hidroxiureia. BO: talassemia beta p°. B+: talassemia beta B*. Teste estatistico Kruskal-
Wallis complementado por Dunn (p=0,0015), com diferenga significante entre BO x GC (p=0,003017), B0 x
HU (p=0,002418) e BO x SS (p=0,040509).

O miR-760 apresenta potencial papel na supressdo tumoral, atuando na redugdo da
proliferacdo celular. Em células de tumor gastrico, houve maior crescimento e capacidade
de invasdo tumoral na presenga de baixos niveis de expressao do miR-760. Niveis elevados
desse elemento reduziram a expressao do gene HISTIH3D, responsavel pela codificacao
de histonas que, por sua vez, atuam na proliferagdo tumoral. Dessa forma, o miR-760 tem
papel supressor na proliferagdo tumoral em cancer géstrico, via regulacdo do gene
HISTIH3D (IWAYA et al., 2013). Nossos dados mostraram maior expressdo do miR-760
no grupo com talassemia beta f° em relagéo ao grupo controle (Figura 20). Uma vez que a
transfusdo sanguinea nesses individuos tem como objetivo reduzir o quadro anémico e
proporcionar um microambiente celular semelhante ao encontrado no grupo controle em
relacdo as concentragdes de eritrocitos e hemoglobina, ¢ possivel que outros fatores
genéticos sejam responsaveis pela diferenca de expressdo do miR-760 verificadas entre
esses grupos. Novamente, os haplotipos B-Tal e os polimorfismos no gene da B-globina,
comumente verificados em individuos com talassemia beta, podem representar

mecanismos que influenciam a expressao de reguladores genéticos como, por exemplo, os
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niveis expressos do miR-760. No entanto, nossos dados ndo nos permitem corroborar essa

hipotese.
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Figura 20: Expressao diferencial do miR-760 entre os grupos analisados. Letras diferentes indicam diferenga
estatistica. Controle: grupo controle. HU: anemia falciforme em uso de hidroxiureia. SS: anemia falciforme
sem uso de hidroxiureia. BO: talassemia beta B°. B+: talassemia beta B'. Teste estatistico Kruskal-Wallis
complementado por Dunn (p=0,0102), com diferenga significante entre BO x GC (p=0,011313).

Em células de carcinoma nasofaringeal, os niveis do miR-4795 foram
superexpressos na presenca de S-fluorouracil (5-FU), uma droga com acdo inibidora da
sintese de DNA que induz a morte de células do cancer, mostrando a influéncia do
tratamento com quimioterapico no perfil de expressdo de miRNA e o possivel papel desse
elemento na supressdo tumoral (ZHANG; LI, 2012). Nossos resultados mostraram maiores
niveis de expressdo desse miRNA no grupo de individuos com talassemia beta p° em
relagdo ao grupo com anemia falciforme em uso de HU. A partir desse dado, podemos
inferir que os niveis de expressdo do miR-4795 podem ser influenciados de acordo com a
presenca de um regulador fisico, a auséncia do gene da B-globina, e um regulador quimico,
o uso de HU. A HU ¢ uma droga com efeito quimioterapico que bloqueia a sintese de
DNA. De modo semelhante ao 5-FU, o uso de HU pode alterar a expressao do miR-4795.
No entanto, sdo necessarias analises complementares que possam nos auxiliar a esclarecer
a relacdo da HU com os niveis de expressao do miR-4795. A Figura 21 ilustra a expressao

diferencial do miR-4795 verificada nos grupos avaliados.
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Figura 21: Expressdo diferencial do miR-4795-3p entre os grupos analisados. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica. Controle: grupo controle. HU: anemia falciforme em uso de hidroxiureia. SS: anemia
falciforme sem uso de hidroxiureia. BO: talassemia beta °. B+: talassemia beta p*. Teste estatistico Kruskal-
Wallis complementado por Dunn (p=0,0222), com diferenca significante entre BO x HU (p=0,049177).

A familia de miR-449 apresenta possivel agdo supressora tumoral. Esses miRNAs
apresentam efeito inibidor na progressao tumoral do retinoblastoma, aumentando as taxas
de apoptose celular (MARTIN et al., 2013). Por seu papel na redugdo da proliferacao
celular do tumor, os miR-449a e miR-449b podem se apresentar como potenciais
supressores tumorais.

Recentemente, a familia de miR-449 foi associada a regulacdo de processos
importantes no desenvolvimento cerebral e esterilidade em camundongos. O silenciamento
desses miRNAs resultou em reducdo das areas cerebrais em machos. Em relacao a
esterilidade, machos nulos para essa familia de miRNAs apresentaram quantidades
reduzidas de espermatozoides, com deformidades e baixa mobilidade, caracterizando o
fenotipo estéril. Nas fémeas, o silenciamento dos miRNAs causou diminuic¢do das células
ciliadas no epitélio do oviduto, promovendo a esterilidade (WU et al., 2014). Esses
achados mostraram a atuagdo dos miR-449a e miR-449b em outros processos celulares,
além do papel bem elucidado que estes exercem no cancer.

Os miR-449a e miR-449b sdo reguladores diretos do gene HDACI (histona
deacetilase), que atua no ciclo celular, diferenciacdo celular e reparo ao dano no DNA
(NOONAN et al., 2009; JEON et al., 2012). Em cancer de pulmao, a acdo combinada da

superexpressao dos miR-449a e miR-449b com inibidores de histona deacetilases
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mostraram redu¢do nas taxas de proliferacdo celular do tumor (JEON et al., 2012). HDAC1
tem papel na repressao dos genes y-globina (BRADNER et al., 2010). Sabendo que os
elementos da familia miR-449 regulam os niveis de HDACI1 e essa, por sua vez, regula
negativamente a expressao de cadeias y-globina, a superexpressdo desses miRNAs poderia
elevar a concentracdo de Hb F. Ao contrario, nossos resultados mostraram que os maiores
niveis de expressao dos miR-449a e miR-449b foram verificados no grupo controle, em
individuos com niveis de expressao da Hb F dentro dos valores de normalidades na vida
adulta, em relagdo aos demais grupos portadores de beta-hemoglobinopatias. Dessa forma,
nao podemos descartar a possibilidade da atuagdo desses elementos na regulacdo dos genes
da y-globina por meio de outras vias independentes de HDACI1 e sugerimos que os miR-
449a e miR-449b representam fortes candidatos a modulag¢ao da Hb F.

A Figura 22 apresenta o perfil da expressdo dos miR-449a e miR-449b nos grupos

analisados.
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Figura 22: Expressdo diferencial dos miR-449a e miR-449b entre os grupos analisados. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica. Controle: grupo controle. HU: anemia falciforme em uso de hidroxiureia. SS: anemia
falciforme sem uso de hidroxiureia. BO: talassemia beta p’. B+: talassemia beta p”. Teste estatistico ANOVA one-
way complementado por Tukey para o miR-449a (p<0,0000001), com diferenca significante entre GC x HU
(p=0,000128), GC x SS (p=0,000128), GC x BO (p=0,000395) e GC x B+ (p=0,000129). Teste estatistico ANOVA
one-way complementado por Tukey para o miR-449b (p<0,0000001), com diferenga significante entre GC x HU
(p=0,000129), GC x SS (p=0,000138), GC x BO (p=0,000479) e GC x B+ (p=0,000148).
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4.5.5 Correlacao entre miRNA e Hb F nos grupos avaliados

Com a finalidade de identificar correlagdes entre todos os miRNAs avaliados nesse
estudo, que pudessem ser caracteristicos e/ou especificos dos grupos com beta-
hemoglobinopatias, foram realizadas analises de correlagdio de Spearman entre os 14
miRNAs com expressao diferencial dentro de cada grupo analisado.

No grupo controle, todos os miRNAs analisados apresentaram correlagdo positiva
entre si, com exce¢dao do miR-221. Esse miR apresentou correlagao negativa com os niveis
expressos de Hb F (p= -0,719702; p=0,018), refor¢ando a possivel participacdo desse
elemento na regulagdo da modulagdo dos niveis de Hb F na vida adulta (Figura 23).

O grupo com anemia falciforme em uso de HU apresentou menor nimero de
correlacdo entre os miRNAs avaliados em relagdo ao grupo controle, indicando algumas
relacdes peculiares. O miR-760 ndo apresentou correlagio com nenhum dos outros
elementos investigados. Os miR-144 ¢ miR-451 apresentaram relagdo apenas entre si, que
pode ser devido ao fato de que esses dois elementos estio no mesmo locus génico. Os
miR-449a ¢ miR-449b apresentaram relagdo entre si € com o miR-16. Houve correlagao
negativa entre os niveis de Hb F e a expressdo do miR-15a (p= -0,709091; p=0,027)
(Figura 24). Essa evidéncia reflete a influéncia exercida pelo miR-15a na modulacdo da Hb
F de modo que quanto maior a expressao desse miRNA, menores sdo os niveis de Hb F.

No grupo com anemia falciforme sem uso de HU ndo houve correlagao entre a Hb
F e a expressdo dos miRNAs analisados. O niimero de correlagdes observadas foi maior
em relagdo ao grupo em uso de HU e todos os miRNAs apresentaram correlagdo entre si,
de modo que ndo foram encontradas as mesmas caracteristicas verificadas no grupo em uso
da droga. E importante reforgar que ambos os grupos de individuos com anemia falciforme
apresentam o mesmo gendtipo para a doenga (homozigose para a mutagio B°) e mesmo
haplotipo (B° Bantu), diferindo em relagio ao uso de medicagdo especifica (HU). Dessa
forma, as diferentes correlagdes verificadas entre os miRNAs podem ser atribuidas a
presenca da HU, indicando que o uso dessa droga pode alterar a relagdo existente entre os
elementos de regulacdo candidatos a modulagdo dos niveis de Hb F na anemia falciforme.
A auséncia de correlagdo entre a expressao relativa dos miRNAs e os niveis de Hb F no
grupo que nado faz uso da droga, e a presenca dessa correlacao nos individuos em uso da
droga reforcam a hipotese de que a HU altera a relagdo de elementos reguladores da y-

globina.
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Figura 23: Correlacdo negativa entre a expressdo relativa do miR-221 e da concentragdo de Hb F em
individuos sem queixas de anemia.
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Figura 24: Correlacdo negativa entre a expressdo relativa do miR-15a e da concentracdo de Hb F em
individuos com anemia falciforme em uso de HU.
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Os grupos formados por individuos com talassemia beta também mostraram perfis
diferentes de correlacdo entre os elementos avaliados. No grupo com talassemia beta p°, o
numero de correlagdes observado foi semelhante ao verificado no grupo controle
indicando, novamente, que a presenca da Hb A, via processo transfusional, pode similar as
condi¢des normais no que diz respeito a concentracdo de hemoglobina e quantidade de
células vermelhas. Todos os miRNAs apresentaram relacao entre si, com excecdo do miR-
144, e ndo houve correlagao desses elementos de regulagdo com os niveis de Hb F.

No grupo com talassemia beta B, ndo foi verificada correlagdo entre os niveis de
expressdo dos miRNAs com a concentra¢do de Hb F. Da mesma forma, ndo foi encontrada
relacdo dos miRNAs entre si. Ressaltamos que os grupos apresentam a mesma afecc¢ao
genética, associada a fatores genéticos (haplotipos B-Tal) e polimorfimos no gene da B-
globina semelhantes, diferindo em relacdo as concentragdes circulantes de Hb A. Na
talassemia beta B°, a necessidade do processo transfusional, devido a gravidade da doenga,
contrubui com niveis elevados de Hb A nesses individuos. Na talassemia beta B, o
processo transfusionl € periddico, de modo que as concentragdes de Hb A sdo menores € 0s
niveis de Hb F sdo elevados nesses individuos. A partir dos resultados obtidos nas analises
de correlacdo, identificamos cendrios muito distintos entre os grupos com talassemia beta
B” e B’, sugerindo que a presenca da Hb A pode influenciar a expressio de fatores
genéticos moduladores da expressdo dos demais genes da familia B-globina.

De maneira geral, nossos resultados mostraram que os miRNAs sdo elementos de
regulacdo envolvidos em diferentes etapas e processos que influenciam a formagdo de
células eritroides. Fatores como a transfusdo sanguinea, e consequentemente o aumento
nos niveis da Hb adulta, e o uso de medicagdo especifica, podem alterar o perfil de
expressdo desses elementos na presenca de beta-hemoglobinopatias. Além disso, sdo
elementos reguladores candidatos a regulagdo dos niveis da Hb F, hemoglobina com
caracteristicas que, em concentragdes aumentadas, promove efeito terapéutico em
individuos que apresentam talassemia beta e anemia falciforme. Portanto, o conhecimento
dos miRNAs que regulam a modulagdo da expressdo da Hb F constituem uma alternativa
ao desenvolvimento de mecanismos que atuam na elevacdo dessa proteina e,

consequentemente, melhoram as condi¢des de tratamento e vida dos portadores.
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5 Conclusoes

e Foram identificadas 11 mutagdes que caracterizam talassemia beta. Dentre elas, as
mutacoes -88 (HBB:c.-138C>T) e CD24 (HBB:c.75T>A) nao apresentam relatos na
populagdo talassémica do Brasil e podem caracterizar a primeira evidéncia da presenga

dessas alteracdes genéticas, de origem afro-americana, na populagdo brasileira.

e O rastreamento in silico indicou 13 fatores de transcricdo que apresentam sitios de
ligacdo conservados nas regides nao-codificantes dos genes HBGI ¢ HBG2 e que atuam na
ativacdo ou na repressdo transcricional da y-globina, evidenciando a participagcdo das
regides nao-codificantes na regulacdo génica. Em relagdo aos microRNAs, as analises in

silico mostraram 20 miRNAs preditos, candidatos a regulacio dos niveis de Hb F.

e Dos 20 elementos preditos, 14 miRNAs apresentaram expressao diferencial entre
individuos sem anemias e portadores de beta-hemoglobinopatias. Niveis elevados de
expressdo desses miRNAs foram encontrados na presenca de baixas concentragdes de Hb
F, sugerindo o papel desses elementos como reguladores da expressdo da Hb F. Esses
elementos de regulagdo também estdo envolvidos com a eritropoiese, hipdxia, estresse
oxidativo e controle da proliferagdo e ciclo celular, com papel importante na fisiopatologia

das beta-hemoglobinopatias.

e O perfil de expressdo dos miRNAs diferiu, na maioria dos casos, entre os grupo
controle e/ou talassemia beta B° e os demais grupos portadores de beta-hemoglobinopatias,
indicando que a transfusdo sanguinea simula o microambiente encontrado nos individuos
sem anemias, destacando seu papel na expressdo de miRNAs. Os portadores de anemia
falciforme, independente do uso de HU, ndo mostraram diferenga na expressdo dos
miRNAs avaliados, evidenciando que, a HU ndo influencia a agdo dos miRNAs avaliados
na regulagdo da Hb F na anemia faciforme. As diferencas de expressdao nos grupos com
talassemia beta reforcam a importdncia da presenca da Hb A na manutencdo de

reguladores genéticos que exercam influéncia nos genes da familia f-globina.

e Os miR-362-5p, miR-760, miR-4795-3p, miR-449a ¢ miR-449b ndo apresentam
nenhum relato na literatura a respeito do envolvimento com a regulagdo de processos

vinculados a fisiopatologia das beta-hemoglobinopatias, bem como com a modulagdo de
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globinas, e podem representar o primeiro relato da participacdo desses elementos na

regulacdo dos niveis expressos de Hb F.

e Ha correlagdo negativa entre 0 miR-221 e a Hb F no grupo controle, e entre o miR-
15a e a Hb F no grupo com anemia falciforme em uso de HU. Nos pacientes com anemia
falciforme sem uso de HU, nao ha correlaciao entre os elementos analisados ¢ a Hb F. O
perfil de correlacao dos miRNAs nos grupos com anemia falciforme avaliados indica que a
presenca da HU pode modificar as relagdes entre os miRNAs. Na talassemia beta p° ¢ B
ndo hé correlagdo entre os miRNAs e os niveis de Hb F. Entretanto, ha correlacdo dos
miRNAs entre si na talassemia beta ’, mas ndo na talassemia beta ', sugerindo que a
presenca de niveis elevados de Hb A, que simulam as concentragdes normais de
hemoglobinas na vida adulta, alteram as relagdes entre os elementos de regulacio

avaliados.

Com base nos resultados, concluimos que, individuos que estdo sob processo
transfusional frequente e que mantém niveis elevados de Hb A, proximos aos valores de
normalidade, mostram perfil de expressdo de miRNAs candidatos a regulacdo da y-globina
semelhante aos verificados em individuos sem alteracdes nas beta-globinas, sugerindo o
importante papel da Hb A na expressdo de fatores que atuam na regulacdo dos genes beta-
globinicos. Assim, os miRNAs avaliados sdo candidatos ao estudo de novas estratégias
terapéuticas na modulagdo dos niveis de Hb F para o tratamento das beta-

hemoglobinopatias.
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Abstract

Fetal Hemoglobin (Hb F) is an important genetic modulator of the beta-
hemoglobinopathies. The regulation of Hb F levels is influenced by transcription factors.
We used phylogenetic footprinting to screen transcription factors that have binding sites in
HBGI and HBG2 genes’ noncoding regions in order to know the genetic determinants of
the Hb F expression. Our analysis showed 354 conserved motifs in noncoding regions of
HBGI gene and 231 motifs in the HBG2 gene between the analyzed species. Of these, 13
showed relation to Hb F regulation: CDCS5, c-MYB, CP2, GATA-1, GATA-2, NF-E2, NF-
Y, RUNX-1, TAL-1, YY1, BP1, COUP-TFII and PAX-1, which the last three elements
conserved only in the HBGI gene noncoding regions. The understanding of genetic
elements involved in the maintenance of high Hb F levels may provide new efficient
therapeutic strategies in the beta-hemoglobinopathies treatment, promoting reduction of

clinical complications of these genetic disorders.

Keywords: Hb F, beta-hemoglobinophaties, transcription factors, phylogenetic

footprinting.
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Introduction:

Fetal hemoglobin (Hb F), which consists of two alpha-globin chains and two
gamma-globin chains (oyy;), is predominantly expressed in the fetal period. Its levels
decrease to less than 1% of total hemoglobin in adult life, the period in which adult
hemoglobin (Hb A) (azf3;) represents most of the composition. Through their high affinity
for binding to oxygen molecules, the increased Hb F concentrations act as a modulator of
the phenotype of beta-hemoglobinopathies, hemolytic anemias that result from beta-globin
gene mutations.'” In sickle cell disease, high Hb F levels may dilute the amount of Hb S
(HBB:c.20A>T), thus inhibiting or retarding the polymerization process. This change
reduces the severity of the disease.’ In the thalassemia beta major, the increased production
of y-globin chains reduces the imbalance of the a chain/non-a chain and increases the total
hemoglobin synthesis. Thus, the increase in y-globin gene expression is clinically relevant
in the treatment of diseases in which altered beta globin is involved.**

The evolutionary process of the y-globin genes differed during the divergence of
mammals. Prosimian primates (Suborder Strepsirhini) have a single y-globin gene, the
expression of which occurs in embryonic stage, along with e-globin gene expression.
Simian primates (Suborder Haplorhini) have two y-globin genes, the expression of which
occurs during the fetal period, a change which differed from that seen in prosimians.®’
Molecular evidence suggests that y-globin gene expression during the fetal period may
have occurred after the divergence between prosimians and apes, approximately 55 million
years ago.8 The evolutionary history of these genes indicates the occurrence of a tandem
duplication of 5.5-kilobase (kb) DNA fragment, before the divergence between Platyrrhini
and Catarrhini occurred (approximately 35 million years ago). Based on this information, it
is believed that fetal y-globin gene recruitment and gene duplication occurred during the
same period of evolutionary history.*’

After gene duplication, the coding regions of the y%-globin (HBG2) and y*-globin
(HBG1I) genes differed by only one amino acid at position 136 of the polypeptide chain,
while the noncoding (introns) and transcribed and untranslated (5’ and 3’-UTR) regions
differ by 3% and 14%, respectively.10 Although apes present two y-globin genes, the
activation and expression periods of these genes differ. In Platyrrhini, only one of the -
globin genes are functional; in Catarrhini, both genes are expressed.®®

Hb F regulation is influenced by transcription factors. These genetic elements act in

the globin gene regulation and in the switch from Hb F to Hb A expression. This process
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involves factors that are well established in the literature, including BCL11A and SOX6.'"
13

Because the beta-hemoglobinopathies are considered the most common monogenic
diseases in the world, and because high Hb F concentrations in these conditions may result
in clinical improvement of patients,'*'* knowledge of transcription factors that act in Hb F
regulation can reveal an important area in which therapeutic strategies and
pharmacological agents are needed in order to increase the life expectancy of patients.

The aim of this study was to use phylogenetic footprinting to screen transcription
factors that have binding sites in the y-globin genes’ noncoding regions in order to

understand the genetic determinants that act in the modulation of Hb F levels.

Methods:

We used the VISTA bioinformatics tool (http://www-gsd.lbl.gov/vista/), which
identifies conservation patterns on a genome-wide scale.'®'” Phylogenetic footprinting
analysis was used to identify regulatory elements conserved between different species. The
decision to use this method was based on the assumption that sequences of biological
importance and noncoding regions in particular, are conserved among related species as a
result of functional pressure. Thus, the identification of conserved elements in the
noncoding regions of the y-globin genes may indicate that these elements play a functional
role in gene regulation and, consequently, in the maintenance of Hb F levels.

Because they present differences in noncoding regions, both y-globin genes
(HBG1 and HBG?2) were included in the phylogenetic footprinting analysis. The sequences
of the New World monkeys, popularly known as the common marmoset (Callitrhix
Jjacchus) and tufted capuchin (Cebus apella), those of Old World monkeys known as the
Sumatran orangutan (Pongo abelli), the rhesus monkey (Macaca mulatta) the chimpanzee
(Pan troglodytes), and the tarsier monkey (7Tarsius syrichta), one basal primate in the
Haplorrhini suborder, were all compared to human (Homo sapiens) y-globin gene
sequences in order to search for transcription factors involved in the regulation of these
genes. The gene sequences for each species were obtained from the National Center for
Biotechnology Information database (NCBI) under the following gene IDs: Homo sapiens
(GenBank: NG _000007.3), Pan troglodytes (GenBank: NW _001249430.1), Macaca
mulatta (GenBank: NC 007871.1), Pongo abelli (GenBank: NC 012602.1), Callitrhix
jacchus (GenBank: NC 013906.1), Cebus apella (GenBank: U57043.1) and Tarsius
syrichta (GenBank: M3397.1).



Apéndice 119

The computational scheme for alignment and conservation analysis was based on
the local alignment program known as BLAT (BLAST-Like Alignment Tool) in order to
identify homology. The data was then processed and globally aligned using the mLAGAN
(multiple alignment) program. Alignments were visualized in the VISTA Browser by
defining the colors and patterns of "peaks and valleys”. Next, the conservation of the
region was evaluated. For the conservation evaluation, we used the program’s default
parameters (70% identity over 100 bp). To identify transcription factors rVISTA was used.
It associates the TRANSFAC database (913 motifs) with the comparative sequences

.18
analysis.

Results and Discussion:

The comparison of the gene sequences in noncoding regions of the human y-globin
genes to those of Pan troglodytes, Macaca mulatta, Pongo abelli, Callitrhix jacchus,
Cebus apella and Tarsius syrichta revealed conservation levels above 70% over 100 bp of
the y-globin gene, according to the criteria established using the VISTA tools. The
similarity pattern observed in the coding regions was expected from the comparison of the
selected species, since these sequences are responsible for specific protein coding during
the development of the organism. The high degree of similarity observed in the noncoding
regions suggests the existence of functionality conserved between compared species.
Noncoding regions that have high rates of conservation may indicate potential binding sites
for specific transcription factors.'® >

The results showed that the conservation degree observed when both y-globin gene
sequences were compared differed between the species analyzed, and that the HBGI gene
was found to have higher levels of conservation (Figure 1).

The phylogenetic footprinting analysis and the screening of the transcription factors
based on the TRANSFAC database revealed 354 conserved motifs in noncoding regions of
the HBGI gene and 231 motifs of the HBG2 gene among the species analyzed. After
analyzing the information in the literature regarding the role and involvement of each of
these transcription factors in Hb F modulation, we identified 13 elements involved in y"-

globin gene regulation and 10 elements associated with y°-globin gene regulation.
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Figure 1: VISTA plots obtained from the genomic sequences comparison analysis of the nonconding regions
from the y-globin genes. Plots contained genomic sequences of y*-globin and y°-globin genes from Homo
sapiens (gray arrow), Pan troglodytes (line 1), Pongo abelli (line2), Macaca mulatta (line 3), Callithrix jaccus
(line 4), Cebus apella (line 5) and Tarsius syrichta (line 6), showing the “peaks and valleys” patterns. In blue are
represented y-globin coding regions (exons) and in red are represented noncoding regions (introns). The results
indicate similarity conservation of coding and noncoding sequences greater than 70%, suggesting functionality for
noncoding regions.

The 10 transcription factor candidates for the regulation of both y-globin genes are
CDCS5, ¢c-MYB, CP2, GATA-1, GATA-2, NF-E2, NF-Y, RUNX-1, TAL-1, and YY]1.
Three other transcription factors (BP1, COUP-TFII and PAX-1) are involved in y*-globin
gene regulation, but not in y“-globin gene regulation. Among the transcription factors
highlighted in our analysis, some behave as transcriptional activators of the y-globin genes
and thus act as positive regulators of Hb F expression. Meanwhile, some regulatory
elements are transcriptional repressors and other factors form protein complexes that act in
the regulation of the globin genes. There also transcription factors that act indirectly in vy-
globin gene regulation.

GATA-2 and TAL-1 are transcriptional activators of the y-globin genes. GATA-2
(GATA binding protein 2) is expressed during the initial stages of the precursor
hematopoietic lineage and appears to be involved in self-renewal, proliferation and cell
survival. Some reports have shown that the B-globin gene cluster has 16 binding sites
preserved for the GATA transcription factor, and most of these sites are located in the
LCR. Furthermore, only the e-globin gene and the y-globin genes have GATA binding
sites, which are absent from the §-globin gene and the B-globin gene.”’ TAL-1 (T-cell
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acute lymphocytic leukemia 1) participates in the chromatin looping formation between the
LCR and the y-globin gene, and it acts by recruiting required proteins in looping formation
(Ldbl and LMO2, for example).”? By promoting interaction between the gene and the
regulatory region, TAL-1 acts as an activator of Hb F expression.

Some activators of the y-globin genes are involved in HPFH mutations. When
combined with DNMT1, RAP74, and SNEV, CDC5 (cell division cycle-5) can bind to the
single point mutation -198 (T > C) (British nondeletional HPFH) in the y"-globin gene
promoter, the Hb F levels of which range from 1.8% to 13%.** In Brazilian non-
deletional HPFH (y" -195 C>G), PAX-1 (paired box 1) is able to bind to the TTCCGC
sequence in the HBGI gene promoter only in the presence of this mutation, a finding
which indicates that this transcription factor may play a role in the activation of Hb F
expression.”> The binding of these transcription factors in point mutations that generate
increased Hb F levels may indicate that these genetic elements play a role as regulators of
Hb F concentrations.

BP1 (beta protein 1) and CP2 (transcription factor CP2) are indirect transcriptional
activators of the y-globin genes. BP1 reduces B-globin gene expression in cells of the
erythroid lineage, both in the early stages of cell maturation and in fully mature cells. It
acts as a negative regulator of adult Hb levels (Hb AA)* and may act as an upregulation
factor of Hb F. CP2 is involved in the transcriptional activation of the a-globin genes and
plays an important role in globin gene switch expression through the formation of a protein
complex with GATA-1 S128 Along with NF-E4 (nuclear factor erythroid 4), CP2 forms the
heterodimeric protein complex SSP (stage selector protein), which is involved in the
preferential expression of the y-globin genes.”

In contrast, c-MYB (myeloblastosis viral oncogene homolog), COUP-TFII (chicken
ovalbumin upstream promoter-transcription factor II) and GATA-1 (GATA binding
protein 1) act as negative regulators of Hb F levels. c-MYB regulates erythroid progenitor
differentiation.’® Literature reports have shown that elevated c-MYB levels inhibit y-globin
expression in the K562 cell line,’' and they feature this transcription factor as a negative
regulator of Hb F levels. Aerbajinai and colleagues32 used siRNA transfection to show that
the knockdown of COUP-TFII resulted in the induction of y-globin gene expression during
adult erythropoiesis. Furthermore, COUP-TFII joins to the BCL11A transcription factor
through RID1 and RID2 motifs, thus forming a repressor complex that is able to bind to
key regulation regions in Hb F genes.33 GATA-1 is essential for survival and terminal

maturation of erythroid precursors.”' In the case of globin gene regulation, GATA-1 has
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been identified as a transcription factor involved in silencing the y-globin genes due to its
participation in the formation of the Hb F repressor protein complex, examples of which
include the association with BCL11A, SOX6 , FOG1 and NuRD" and the association with
NF-Y, COUP-TFII and BCL11A.** Moreover, the loss of GATA-1 binding sites in y-
globin gene promoters influences the prevention of HBGI and HBG?2 gene silencing.®

YY1 (YY1 transcription factor) acts by activating and repressing a variable number
of genes through histone modifications.”” The literature reported that YY1 consists of a
transcriptional repressor of e-globin and y-globin genes.*®* In Brazilian nondelecional
HPFH (- 195 C>G), authors reported decreased interaction between YY1 and the HBGI
gene promoter region, which thus reduced the repressional activity exerted by this
transcription factor.”’

RUNX-1 (runt-related transcription factor 1) regulates the expression of specific
genes involved in the control of hematopoiesis.’’® The NF-E2 transcription factor (nuclear
factor erythroid 2) is an important element that regulates the globin gene expression and
acts in the formation of the components of the hemoglobin molecule.***

NF-Y (nuclear transcription factor Y) is involved in both y-globin gene activation
and the repression processes. In general, NF-Y recruits GATA-2 and thus forms an
activating complex of vy-globin gene transcription, and BCLI11A, GATA-1, and
COUPTFIL In doing so, a complex that acts as a transcriptional repressor is formed.**
Thus, the NF-Y transcription factor can act as either an activator or a repressor of y-globin
gene expression, depending on the regulator elements recruited.

Figure 2 shows the possible mechanisms of interaction exerted by the transcription
factors selected from the in silico analysis in hematopoietic processes, erythropoietic
processes, and the regulation of globin gene expression.

In addition to the 13 transcription factors in our analysis, other elements are known
for regulating y-globin gene expression. They include Kriippel-like factor family members
and NF-E4. KLF1 (Kriippel-like factor 1) is an indirect repressor of y-globin gene
expression. KLF1 activates the expression of BCL11A, a transcription factor known as a
key repressor of Hb F expression.*’ KLF11 (Kriippel-like factor 11) is predominantly
expressed in the erythroid lineage cells. Gene expression studies have revealed that KLF11
can act as a transcriptional activator of embryonic and fetal globin.** The transcription
factor known as NF-E4, which is part of the SSP complex along with CP2, can direct the
locus control region (LCR) to the promoter regions of the y-globin genes and thus maintain

high Hb F levels.”* However, these factors are not conserved among species of the
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suborders Catarrhini and Platyrrhini. When we compared only the primates of the Old
World and the New World to each other, these transcription factors were found to be
conserved. Thus, we can infer that these elements do not exert significant influence on Hb
F production in 7. syrichta. In this species, hemoglobin is encoded with e-globin in the

embryonic period; like happens on globin ontogeny of other analyzed primates.

\

Erythropoiesis
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Figure 2: Representation of the interaction between transcription factors and regulation of hematopoiesis,
erythropoiesis and the globin genes. The 13 transcription factors selected from in silico analysis are showed. The
continuous arrows indicate elements that act as transcriptional activators. The dashed arrows indicate indirect
activators. The bars show transcriptional repressors. Boxes without staining (NF-E4 and SSP) indicate factors that
comprising protein complexes involved in globin regulation. The different colors of transcription factors represent
different forms of action, among them direct transcriptional activation (dark green), transcriptional activation
mediated by the presence of specific mutations (orange), indirect transcriptional activation (light green),
transcriptional repression (red) and control of hematopoiesis, erythropoiesis and synthesis of globin chains (blue).
We used the Microsoft Power Point to elaborate this figure.

Our results corroborate the reports in the literature on the participation of numerous
genetic factors in y-globin gene regulation. Many studies have revealed genetic regulators
that can provide promising information for the development of effective strategies for the
induction of Hb F levels."'"** Sankaran and Orkin"’ performed a literature review
regarding the elements that act in the switch from Hb F to Hb A expression, and they

showed that most of the molecules identified as regulators in this process are transcription
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factors. These findings reinforce the importance of screening such regulatory elements in
order to provide more accurate information on these factors’ mechanisms of action in the
increase of Hb F levels. Ideally, this information will result in the clinical improvement of

patients with beta-hemoglobinopathies.

Conclusion:

Based on the results provided via phylogenetic footprinting analysis and a
subsequent overview of the literature, the noncoding regions of y*-globin gene have been
found to have binding sites for 13 conserved transcription factor motifs involved in Hb F
regulation between Old World monkeys, New world monkeys, and Tarsidae, while the
noncoding regions of y°-globin gene have 10 elements. Knowledge of the genetic elements
involved in y-globin gene regulation forms the basis of new molecular strategies that can
be used in the treatment of diseases in which elevated Hb F levels can reduce clinical

manifestations and provide longer life expectancies for individuals with these disorders.
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8 Anexos

8.1 Anexo 1: Caracterizacao dos individuos com anemia falciforme analisados nesse estudo.

Caracterizagao dos individuos com anemia falciforme em uso de hidroxiureia (HU).

Local de Idade L. Y s Hb F Uso de HU uelante . .
Acompanhamento ID (anos) Sexo | Genotipo | Haplétipo p (%) (Inicio ¢ Dose) Qde ferro Complicacdes Clinicas
Hemocentro SJRP | HUO1 25 F Hb SS Bantu/Bantu 10,7 | 2012 (500mg/dia) Nao Hepatite C
Hemocentro SJRP | HU02 30 M Hb SS Bantu/Bantu 29,9 | 2012 (500mg/dia) Nao Ulcera de perna cicatrizada (3 anos)

Hemorio HUO03 51 F Hb SS Bantu/Bantu 11,9 | 2008 (500mg/dia) Nao Ulcera de perna aberta (8 meses)

Hemorio HU04 54 F Hb SS Bantu/Bantu 8,5 2013 (500mg/dia) Nao Necrose avascular da cabega do fémur

Hemorio HUO05 49 F Hb SS Bantu/Bantu 8,4 2013 (500mg/dia) Nao AVE, ulcera de perna fechada (3 anos)

Hemorio HUO06 12 M Hb SS Bantu/Bantu 8,7 2011 (500mg/dia) Nao Necrose avascular da cabega do fémur

Hemorio HUO07 11 F Hb SS Bantu/Bantu 12 2006 (500mg/dia) Nao Sem relato

Hemorio HU08 11 M Hb SS Bantu/Bantu 15,5 | 2009 (500mg/dia) Nao Esplenectomia

Hemorio HU09 27 M Hb SS Bantu/Bantu 12,7 | 2005 (500mg/dia) Nao AVE, hipotireoidismo, deficiéncia hormonal

Hemorio HUI10 31 F Hb SS Bantu/Bantu 8,0 2006 (500mg/dia) Nao Ulcera de perna aberta, hepatite C

Legenda: SJRP = Séo José do Rio Preto — SP. AVE = acidente vascular encefalico.

Caracterizagdo dos individuos com anemia falciforme sem uso de hidroxiureia (HU).

Acon{}:}:l?lllglilen to ID (I;i::(()ise) Sexo | Genétipo | Haplétipo p° I—(I;) f Regime Transfusional Qd::ile?:*:)e Complicacdes Clinicas
Hemorio SS01 38 F Hb SS Bantu/Bantu 2,7 | Transfusdo de troca (30 dias) Exjade AVE, STA, osteonecrose
Hemorio SS02 19 F Hb SS Bantu/Bantu 3,7 | Transfusdo de troca (30 dias) Exjade AVE
Hemorio SS03 18 M Hb SS Bantu/Bantu 0,9 | Transfusdo de troca (30 dias) Exjade AVE com sequela motora (3 episddios)
Hemorio SS04 17 F Hb SS Bantu/Bantu 1,2 | Transfusdo de troca (30 dias) Exjade AVE
Hemorio SS05 16 M Hb SS Bantu/Bantu 3,0 | Transfusdo de troca (30 dias) Exjade AVE, sobrecarga de ferro hepatica
Hemorio SS06 56 F Hb SS Bantu/Bantu 4,5 Nao Nao Ulcera de perna (13 anos)
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8.2 Anexo 2: Caracterizagdo dos individuos com talassemia beta analisados nesse estudo.

Caracterizagio dos individuos portadores de talassemia beta p’.
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Local de Idade " . Classificacio Hb F
Acompanhamento D (anos) Sexo Genétipo Fenétipo Cll'nica9 (%)
Hemorio BZ01 15 F IVSI-1 (G>A) /IVSI-6 (T>C) BO/B+ Talassemia Maior 2,3
Hemorio BZ02 35 F IVSI-1 (G>A) /IVSI-6 (T>C) BO/B+ Talassemia Maior 2,4
Hemorio BZ03 7 M IVSI-1 (G>A) /IVSI-1 (G>A) B0/B0 Talassemia Maior 1,8
Hemorio BZ04 15 M CD39 (CAG>TAG) /IVSI-110 (G>A) BO/B+ Talassemia Maior 6,1
Hemorio BZ05 14 M CD39 (CAG>TAG) / IVSII-745 (C>G) (associada 5' UTR Cap+20 (C>T) BO/B+ Talassemia Maior 0,8
Hemorio BZ06 28 F CD15 (TGG>TGA) / SEQ Bo/ Talassemia Maior 2,5
Hemorio BZ07 41 M CD39 (CAG>TAG) / IVSI-110 (G>A) BO/B+ Talassemia Maior 2,7
Hemorio BZ08 20 M CD39 (CAG>TAG) / SEQ Bo/ Talassemia Maior 2,5
Polimorfismo Haplétipo p-Tal (Haploview) Polimorfismos no gene da p-globina
Xmnl (C>T)
CC Ve[++--++](33,7%)oule[++--+-](66,3%) Nao avaliado
CC le[++--++] IVSII-16 (G>C)
CC VeV CD 2 (CAT>CAC), IVSII-16 (G>C), IVSII-666 (C>T)
CC Telll CD 2 (CAT>CAC)
CC [++--+-le[+--+++] CD 2 (CAT>CAC), IVSII-16 (G>C), IVSII-74 (T>G), IVSII-81 (C>T)
CC [++--++-Je[++--++-] Auséncia de mutac¢des
CC [++--++]e[---++-1129%)oule[++-++-1(71%) IVSII-16 (G>C), IVSII-74 (T>G)
CT [++--++]e[++--++] Nao avaliado
Regm}e Sobregarga de Ferro Quelante de Ferro Deformidade Ossea Esp lenomegalga/ Osteoporose Ulcera de Perna
Transfusional Esplenectomia
15 dias Figado Ferriprox Nio Sim Nio Nio
15 dias Figado Exjade Sim Nio Naio avaliado Nio
15 dias Figado e Coracéo Ferriprox Nao Sim Nao Nao
15 dias Figado e Coracgéo Exjade Sim Sim Nao Nao
15 dias Figado Exjade Nao Nao Sim Nao
15 dias Figado e Coracdo Exjade Sim Sim Sim Nio
15 dias Ausente Exjade Nio Nio Nio Nio
15 dias Figado Exjade Sim Nao Nao avaliado Nao
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Caracterizagdo dos individuos portadores de talassemia beta B
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Local de Idade Lo i Classificacio Hb F
Acompanhamento 1D (anos) Sexo Genétipo Fenotipo Clinicac (%)
Hemorio BMO1 58 M IVSI-5 (G>A) / - 29 (A>G) B+/p+ Talassemia intermedidria 11,9
Hemorio BMO02 26 F IVSI-6 (T>C) / - 88 (C>T) B+/p+ Talassemia intermedidria 13,4
Hemorio BMO3 59 M CD24 (GGT>GGA) / SEQ p+/ Talassemia intermedidria 52,6
Hemorio BMO04 17 M IVSI-6 (T>C) / IVSII-745 (C>Q) (associada 5' UTR Cap+20 (C>T) B+/p+ Talassemia Maior 1,7
Polimorfismo Haplétipo p-Tal (Haploview) Polimorfismos no gene da f-globina
Xmnl (C>T)
CT ITelll CD 2 (CAT>CAC), IVSII-16 (G>C), IVSII-74 (T>Q)
CT [++--++]e[---++-129%)oule[++-++-](71%) IVSII-81 (C>T)
CC Me[+--+++] CD 2 (CAT>CAC), IVSII-16 (G>C), IVSII-74 (T>Q)
CC Ve[++--++](33,7%)oule[++--+-](66,3%) IVSII-81 (C>T)
T Regm}e Sobregarga de Ferro Quelante de Ferro Deformidade Ossea Esplenomegalfa / Osteoporose Ulcera de Perna
ransfusional Esplenectomia
20 dias Figado Exjade Sim Sim Sim Sim
Sem Transfusdo Figado Exjade Nao Sim Nao Nao
Sem Transfusio Figado Exjade Nio Sim Nao Sim
15 dias Figado Exjade Nio Sim Nio Nio
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8.3 Anexo 3: Auséncia de expressao diferencial dos miR-137, miR-214, miR-34a, miR-

34c-5p, miR-96 e miR-501-5p nos grupos estudados.
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Teste estatistico Kruskal-Wallis complementado por Dunn para os miR-137 (p=0,5578), miR-214
(p=0,1778), miR-34c-5p (p=0,1046), miR-96 (p=0,0845) e miR-501-5p (p=0,0957). Teste

estatistico ANOVA one-way para o miR-34a (p=0,5028).
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