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RESUMO 
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A AHSP é uma proteína que se liga à αHb, prevenindo a precipitação e a atividade  

pró-oxidante da mesma.  Na presença de βHb, o complexo protéico αHb-AHSP é 

desmembrado e a βHb desloca a AHSP para formar a estrutura quartenária da hemoglobina.  

Em estudo com camundongos portadores de β-talassemia com deleção do gene AHSP, foi 

demonstrado que estes camundongos apresentaram maior precipitação de αHb em seus 

eritrócitos e níveis acentuados de anemia.  Adicionalmente, estudos in vitro, utilizando 

proteína recombinante, mostraram que quando as αHbs encontram-se estabilizadas pela 

AHSP, há menor produção de ROS em solução fisiológica.  Desta forma, têm sido proposto 

que a AHSP talvez desempenhe um importante papel como modulador da gravidade clínica 

nas síndromes β-talassêmicas.  A relação entre a formação da hemoglobina e alterações na 

expressão do gene AHSP ainda é desconhecida em humanos.  O estudo de tal relação 

molecular seria fundamental para que o papel da AHSP na eritropoese humana fosse 

melhor entendido, bem como embasaria futuros estudos sobre a gravidade clínica nas 

síndromes β-talassêmicas em humanos.  Diante disso, a relação entre a formação da 

hemoglobina e a diminuição da expressão do gene AHSP foi investigada neste estudo.  Este 

trabalho teve como objetivos: induzir o silenciamento estável do gene AHSP em células 

humanas de linhagem eritróide, identificar possível precipitação de αHbs em células com 

redução na expressão do gene AHSP e investigar implicações no metabolismo celular 

decorrentes da diminuição significativa da expressão deste gene.  Desta forma, células 

K562 foram transfectadas sem vetor, com vetor de expressão de short hairpin RNAs 

(shRNAs) para o gene AHSP e com vetor de expressão de shRNAs para uma seqüência de 

DNA controle não homóloga ao genoma humano através de eletroporação e de um reagente 

lipídico não lipossômico (Effectene®). Após a transfecção, as células passaram por um 

período de seleção com Neomicina.  Terminado este período, o substrato Hemina foi 

acrescentado ao meio de cultura das células transfectadas e controle, para que a expressão 

de genes da linhagem eritróide fosse ativada.  Amostras das culturas com Hemina foram 

coletadas e a expressão dos genes AHSP, α-globina, γ-globina e GATA-1 foi quantificada 

por real-time PCR.  O silenciamento do gene AHSP, em ambos os processos de 

transfecção, foi significativo e acima de 70%, propiciando considerável precipitação de 

αHb evidenciada por imunofluorescência, bem como acentuada diminuição na produção de 
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hemoglobina identificada através de citometria de fluxo.  Além disso, por meio desta última 

metodologia, evidenciou-se que as células silenciadas para AHSP tiveram maior produção 

de ROS e maior porcentagem de marcação celular para Anexina e PI.  Adicionalmente, a 

análise dos dados obtidos por real-time PCR demonstrou que não houve alteração 

significativa na expressão dos genes α-globina e γ-globina, e apenas GATA-1 apresentou 

expressão tardia significativa nas células silenciadas para AHSP.  Finalmente, estes dados 

indicam que a expressão do AHSP está fortemente relacionada com a formação da 

hemoglobina e sugerem, pela primeira vez, que este gene codifica uma proteína de função 

crucial durante a eritropoese humana.  Ainda, estes resultados reforçam a função da AHSP 

descrita previamente em modelos animais. 
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Alpha hemoglobin stabilizing protein (AHSP) is a chaperone protein that binds alpha 

hemoglobin chain (αHb), avoiding its precipitation and its pro-oxidant activity.  In the 

presence of beta hemoglobin chain (βHb), the αHb-AHSP complex is dismembered, βHb 

displaces AHSP to generate the quaternary structure of hemoglobin.  A study demonstrated 

that loss of AHSP exacerbates αHb precipitation and anemia in β-thalassemic mice.  

Additionally, studies in vitro showed that recombinant AHSP inhibits the production of 

reactive oxygen species caused by αHb precipitation.  Hence, it has been proposed that 

AHSP may perform an important role as a genetic modifier in β-talassemia disease.  The 

relationship between hemoglobin formation and alterations in AHSP expression has not yet 

been described in human cells.  Studying this relationship would be strongly important for a 

better understanding of the AHSP role performed in human erythropoiesis, as well as 

would support future studies about the possibility of AHSP acts as a genetic modifier in 

human β-thalassemia syndromes. Faced with the situation described above, we investigated 

the relationship between hemoglobin formation and reduction in AHSP expression.  Our 

study aimed to induce the stable AHSP knockdown in erythroid human cells, identify 

possible αHb precipitation in cells with reduction of AHSP expression and analyze the 

cellular and molecular aspects resulted from AHSP knockdown in erythroid human cells.  

Hence, to address this goals short hairpin RNA (shRNA) expression vectors aimed at 

AHSP mRNA target sequence and at no-human mRNA target sequence were cloned and 

transfected into K562 cells using eletroporation and a non-liposomal lipid reagent.  After 

transfection, K562 cells were cultured with neomycin which was added to select a 

population of cells that stably express the AHSP-shRNA.  Then, K562 cells were induced 

to express erythroid genes by hemin addition in cell culture medium. Hemin-induced K562 

cell samples were collected and AHSP, alpha-globin, gamma-globin and GATA-1 

expressions were quantified by real-time PCR.  The RNAi-mediated knockdown of AHSP 

expression was statistically significant above of 70% in both used ways for cell 

transfection. Further, AHSP knockdown resulted in a considerable alpha hemoglobin chain 

precipitation observed through immunofluorescence, as well as in a significant decrease of 

hemoglobin production identified through flow cytometry.  Besides this, AHSP knockdown 

cells demonstrated an increased reactive oxygen species (ROS) production and were more 

positive for Annexin and Propidium Iodide (PI) than control cells in flow cytometry assays.  
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Alpha-globin and gamma-globin expressions did not differ in control, negative and  

AHSP-shRNA cells.  However, GATA-1 had late expression evaluated in hemin- induced 

AHSP-shRNA cells in relation to control and negative control cells.  Finally, these data 

indicate that AHSP is strongly significant in hemoglobin formation and suggest that AHSP 

is a key chaperone protein during the human erythropoiesis. Moreover, these data 

strengthen the fact that AHSP stabilizes the alpha hemoglobin chain to avoid its 

precipitation and its ability to generate ROS which implicates in cell death as was 

previously described in a murine model and in vitro approaches. 
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Hemoglobinas normais humanas 

As hemoglobinas humanas são proteínas de estrutura quartenária formadas por 

duas cadeias polipeptídicas do grupo da alfa globina (α e ζ) e duas cadeias do grupo da beta 

globina (β, δ, γ e ε), cada uma contém um grupo prostético heme e um derivado porfirínico 

contendo radical Fe2+.  Este radical liga-se reversivelmente à molécula de oxigênio (O2), 

formando a oxihemoglobina que é responsável pelo transporte e transferência da mesmo 

para os tecidos.  A ligação reversível da hemoglobina com o dióxido de carbono (CO2), 

produzido nos tecidos, resulta na formação da carboxihemoglobina.  Estas ligações entre 

O2 e CO2 com o grupo heme da hemoglobina ocorre em células específicas denominadas 

eritrócitos (Hoffman et al., 1991). 

Nos eritrócitos, os genes que codificam as cadeias polipeptídicas do grupo da 

alfa globina estão localizados no cromossomo 16 na seguinte ordem 5′-ζ2-ψζ1-ψα2-ψα1-

α2-α1-θ-3′ (Fig. 1A).  Entretanto, os genes que codificam as cadeias polipeptídicas do 

grupo da beta globina estão localizados no cromossomo 11 na seguinte ordem  

5′-ε-γG-γA-ψβ-δ-β-3′ (Fig. 1A).  Os dois grupos de genes codificantes das cadeias 

globínicas possuem similaridades como: uma importante região reguladora da expressão 

gênica nas seqüências promotoras dos mesmos que possui sítios de ligação para fatores de 

transcrição eritróide.  A região reguladora no promotor dos genes do grupo da alfa globina 

recebe o nome de HS-40 e a no promotor dos genes do grupo da beta globina é nomeada 

LCR (locus control region) (Fig. 1A) (Weatherall e Clegg, 2001). 

A ativação das regiões reguladoras de ambos os grupos de genes codificantes 

das cadeias globínicas segue a orientação 5′⇒ 3′.  Além disso, tal ativação está 

sincronizada de acordo com os estágios do desenvolvimento humano (Fig. 1B).  No 

embrião  são produzidas, no saco embrionário, as seguintes hemoglobinas: Portland (ζ2ε2), 

Gower I (ζ2ε2) e Gower II (α2ε2).  No feto, até pouco antes do nascimento, a hemoglobina 

sintetizada é a Fetal (α2γ2).  Após o nascimento, a hemoglobina fetal (HbF) é substituída 

pela HbA (α2β2) e HbA2 (α2δ2) durante o primeiro ano de vida, contudo a HbF 

permanece sendo produzida em adultos normais em pequenas quantidades, 

aproximadamente 1% da produção total de hemoglobinas (Stamatoyannopoulos e  

Grosveld, 2001). 
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Mutações nos genes responsáveis pela produção das cadeias globínicas causam 

distúrbios hereditários associados à hemoglobina.  Estes distúrbios caracterizam as 

hemoglobinopatias que podem ser divididas em três grandes grupos: as relacionadas com 

alterações estruturais na hemoglobina, as com alterações que resultam na persistência da 

produção de HbF durante a vida adulta e as com alterações na síntese da hemoglobina 

(Weatherall, 2001). 

As talassemias compreendem as hemoglobinopatias relacionadas com 

alterações na síntese da hemoglobina.  Estas alterações caracterizam-se por ineficiência na 

produção de um dos pares de cadeias da hemoglobina.  Assim, cada Talassemia é 

classificada pelo tipo de cadeia da hemoglobina que ineficientemente é produzida como, 

por exemplo, a β-talassemia na qual a síntese da cadeia beta da hemoglobina é insuficiente 

ou nula (Weatherall, 2004). 



 

 

Figura 1- Desenvolvimento ontogenético normal das cadeias globínicas.  A. Genes que 

codificam as cadeias globínicas do grupo da β-globina no cromossomo 11 e 

genes que codificam as do grupo da α-globina no cromossomo 16.  B. Produção 

das cadeias globínicas de acordo com o desenvolvimento humano.  As setas 

indicam os sítios sensíveis à DNase I que acredita-se estar envolvida na 

regulação da expressão dos genes das cadeias globínicas (Weatherall, 2001).  
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A síndrome β-talassêmica  

A característica principal da β-talassemia é a deficiência na síntese da  

β-globina, a qual leva a um desequilíbrio na produção das cadeias beta da hemoglobina e, 

conseqüentemente a um excesso de cadeias alfa da hemoglobina.  As cadeias alfa em 

excesso se agregam e precipitam nos precursores eritróides, causando maturação célula 

anormal, bem como destruição prematura destas células na medula óssea  

(Weatherall, 1998). 

As evidências são muitas na literatura que mostram que a severidade  

β-talassêmica está associada ao grau de desequilíbrio entre a produção das cadeias 

globínicas.  Uma vez que a produção das cadeias beta da hemoglobina está reduzida ou 

nula nos eritrócitos β-talassêmicos, a precipitação de cadeias alfa no citoplasma dos 

mesmos ocorre e conseqüentemente gera a produção de ROS que promove danos 

irreversíveis à membrana dos eritrócitos β-talassêmicos.  Assim, estes são destruídos no 

baço em grande quantidade, levando a um aumento anormal do volume deste órgão.  Além 

disso, o desequilíbrio na síntese das cadeias globínicas resulta em um grau variável de 

anemia, o qual estimula a produção de eritropoetina.  Tal composto promove a proliferação 

e expansão da medula óssea, gerando deformidades ósseas (Scott et al., 2006) 

Desta forma, fica evidente que as principais complicações na β-talassemia são a 

esplenomegalia, anormalidades no desenvolvimento ósseo e danos no sistema endócrino e 

cardíaco.  Este quadro clínico observado nos pacientes β-talassêmico pode estar 

relacionado ao grau de anemia associado à quantidade de ferro no organismo, originada 

pela elevada absorção de ferro presente no eritrócitos destruídos no baço e por repetidas 

transfusões de sangue recebidas como uma das formas de tratamento da doença  

(Weatherall et al, 2001). 

Apesar das conseqüências da precipitação das cadeias alfa da hemoglobina nos 

precursores eritróides serem bem definidas, a caracterização do fenótipo clínico da  

β-talassemia é extremamente diversificada. Os homozigotos β-talassêmicos são 

profundamente anêmicos desde o segundo ou terceiro mês de vida e se não são tratados



com transfusões de sangue regularmente, morrem nos primeiros dois nos de vida, tal 

condição conhecida como talassemia maior.  Por outro lado, alguns pacientes também 

homozigotos para β-talassemia possuem um fenótipo clínico que pode variar entre menos 

severo que a talassemia maior por possuírem maior concentração de hemoglobina funcional 

e assintomático.  Esta diversidade fenotípica encontrada em homozigotos é conhecida como 

as talassemias intermediárias (Stamatoyannopoulos e Grosveld, 2001). 

Ainda reforçando a variabilidade fenotípica encontrada na β-talassemia, está o 

heterozigoto β-talassêmico, conhecido como traço talassêmico que possui apenas um alelo 

para β-talassemia.  Este pode apresentar uma anemia quase tão severa quanto a talassemia 

maior, expressar uma anemia moderada e algumas mudanças morfológicas em seus 

eritrócitos ou, interessantemente, não apresentar anemia nem mesmo anormalidades 

hematológicas (Stamatoyannopoulos e Grosveld, 2001). 

Assim, apesar da β-talassemia ser considerada uma doença de hereditariedade 

monogênica clássica, os pacientes que possuem mutações idênticas herdadas no gene da  

β-globina, que deveriam expressar o mesmo fenótipo, apresentam variabilidade clínica 

considerável (Rund e Rachmilewitz, 2005).  Desta forma, tem sido proposto que muitos 

outros genes podem estar associados à expressão do fenótipo clinico diversificado presente 

em pacientes β-talassêmicos (Weatherall, 2004). 

 

Alpha Hemoglobin Stabilizing Protein (AHSP) 

O gene da Alpha Hemoglobin Stabilizing Protein (AHSP) está localizado no 

cromossomo 16 humano e é composto de aproximadamente 1,8kb de DNA com estrutura 

genômica organizada em três éxons e dois íntrons (NCBI on-line, 2007). O RNA 

mensageiro do AHSP apresenta aproximadamente 600pb e codifica uma proteína de 102 

aminoácidos (NCBI on-line, 2007).  

 Inicialmente, o gene AHSP foi nomeado como EDRF (Erythroid 

Differentiation-Related Factor) e identificado pela primeira vez por Miele et al. (2001) em 

estudo delineado para encontrar marcadores moleculares de TSE (Transmissible 

Spongiform Encephalopathies).  Neste trabalho, a diferença de expressão de inúmeros 
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genes foi avaliada em baço de camundongos diagnosticados com TSE e em baço de 

camundongos controle.  Adicionalmente, observaram menor expressão do gene EDRF em 

camundongos com TSE em fase terminal do que em animais controle, que apresentaram 

maior nível de expressão do EDRF na medula óssea (Miele et al., 2001).  Além disso, 

nestes animais a expressão deste gene também foi detectada no baço e no sangue.  Por 

outro lado, ensaios de Northern blotting com tecidos humanos revelaram que o EDRF teve 

expressão detectada apenas no sangue e na medula óssea e não no baço.  Além disso, a 

expressão do EDRF mostrou-se restrita à linhagem eritróide, sendo evidenciada em altos 

níveis em células BFU-E (Burst Forming Unit Erythroid), CFU-E (Colony-Forming Units 

Erythroid) e eritroídes maduras positivas para TER-119 (Miele et al., 2001). 

Um estudo de genes induzidos pelo fator de transcrição essencialmente 

eritróide, GATA-1, identificou a proteína EDRF como sendo eritróide específica  

(Kihm et al., 2002).  Adicionalmente, Kihm et al. (2002) descreveu que a proteína EDRF 

possuía a função de evitar a precipitação das cadeias alfa da hemoglobina livres em solução 

fisiológica, uma vez que formava um complexo solúvel e estável com as mesmas (Fig. 2).  

Contudo, a EDRF não possuía afinidade em ligar-se às cadeias beta da hemoglobina ou ao 

tetrâmero da hemoglobina (Kihm et al., 2002).  Assim, com base na função do gene EDRF 

identificada por Kihm et al. (2002), o mesmo foi renomeado para AHSP.  Além disso, neste 

estudo de Kihm et al. (2002), camundongos deficientes de AHSP foram gerados e 

apresentaram crescimento e desenvolvimento normal.  Embora estes camundongos 

apresentassem níveis de hemoglobina e hematócrito normais, possuíam níveis elevados de 

reticulócitos, caracterizando uma diminuição no tempo normal de vida dos eritrócitos.  

Ainda, os eritrócitos destes camundongos apresentaram morfologia anormal, como corpos 

de inclusão (corpos de Heinz), o que caracteriza a precipitação de cadeias alfa da 

hemoglobina (Kihm et al., 2002).  Segundo Kihm et al. (2002), o fenótipo encontrado nos 

eritrócitos dos camundongos deficientes de AHSP poderia ser associado ao fenótipo 

freqüentemente encontrado em eritrócitos de pacientes β-talassêmicos. 

Em outro estudo também realizado com camundongos deficientes para AHSP, 

ensaios bioquímicos demonstraram que os eritrócitos destes camundongos apresentavam 

maior expressão de espécies reativas de oxigênio (ROS) com evidência de dano celular 

causado por radicais livres (Kong et al., 2004).  Estes camundongos deficientes de AHSP 
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também tiveram aumento no número de reticulócitos, como encontrado por Kihm et al. 

(2002), porém, seus reticulócitos possuíam características apoptóticas.  Além disso, Kong 

et al. (2004) mostraram que a AHSP recombinante purificada inibia a produção de ROS 

gerada por cadeias alfa da hemoglobina livres em solução (Fig. 3).  Ainda, Kong et al. 

(2004) mostraram que embriões β-talassêmicos deficientes de AHSP tiveram seu fenótipo 

β-talassêmico agravado.  Desta forma, tem sido proposto que diferenças alélicas ou 

variações na seqüência do gene AHSP poderiam, possivelmente, atuar como moduladores 

da gravidade β-talassêmica (Viprakasit et al., 2004; Lai et al., 2006). 

Uma vez que o gene AHSP poderia possivelmente estar relacionado com a 

variabilidade fenotípica encontrada nos pacientes β-talassêmicos, estudos focados na 

interação molecular entre AHSP e alfa-globina têm sido realizados com o intuito de 

esclarecer esta interação.  Assim, a primeira informação estrutural sobre a interação entre 

AHSP e cadeias alfa da hemoglobina foi demonstrada em estudo bioquímico com AHSP 

recombinante, no qual a AHSP foi descrita como uma proteína predominantemente 

globular formada por alfa-hélices que se liga à alfa-globina em uma relação estequiométrica 

de 1:1 (Gell et al., 2002).  Em seguida, foi demonstrado que a razão entre a expressão do 

gene AHSP e a expressão do gene alfa-globina permanece constante durante a eritropoese 

humana (dos Santos et al., 2004).  Além disso, durante a eritropoese humana, o perfil de 

expressão gênica do AHSP e da alfa-globina seguem o mesmo padrão, o qual caracteriza-se 

por aumento no nível de expressão de ambos os genes durante a diferenciação eritróide, por 

ambos atingirem o pico de expressão no momento em que a síntese de hemoglobina é mais 

intensa e por redução no nível de expressão de ambos quando o núcleo das células 

eritróides perde sua função e a síntese de hemoglobina é reduzida (dos Santos et al., 2004).  

Posteriormente, a interação química da ligação da AHSP com a alfa-globina foi descrita 

como extensa, porém não ótima, o que justifica o fato da β-globina poder competitivamente 

desmembrar o complexo AHSP/alfa-globina para formar o tetrâmero da hemoglobina 

(α2β2) (Feng et al., 2004). 

Estudos bioquímicos in vitro mais aprofundados na interação química da 

ligação da AHSP com a alfa-globina demonstraram que tal ligação resulta em diminuição 

da reatividade da Fe2+-alfa-globina oxigenada e na rápida formação do complexo 
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AHSP/Fe3+-alfa-globina desoxigenado, o qual exibe menor reatividade com as espécies 

reativas de oxigênio como o peróxido de hidrogênio (Fig. 4) (Feng et al., 2005).  A 

formação do complexo AHSP/Fe3+-alfa-globina ocorre através da auto-oxidação da  

alfa-globina oxigenada ligada a AHSP e este processo é extremamente acelerado em 

condições fisiológicas de temperatura e pressão de oxigênio (Feng et al., 2005).  Ao 

contrário das cadeias de Fe3+-alfa-globina livres, o complexo AHSP/Fe3+-alfa-globina não 

precipita em solução fisiológica e permite que, através de uma redução enzimática, a cadeia 

de Fe3+-alfa-globina seja reciclada formando hemoglobina funcional (Feng et al., 2005).  

Por outro lado, a reação do complexo AHSP/Fe2+-alfa-globina com β-globina, para a 

formação da hemoglobina, é instantânea e não necessita de ação enzimática para ocorrer 

(Zhou et al., 2006).  Desta forma, Feng et al. (2005) e Zhou et al. (2006) mostraram que a 

ligação da AHSP às cadeias alfa da hemoglobina livres em solução inibe a atividade  

pró-oxidante das mesmas. 

 

Figura 2- Mecanismo molecular desempenhado pela AHSP que estabiliza as cadeias alfa 

da hemoglobina (Kihm et al., 2002) 
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Figura 3- Importância do íon ferro presente nas cadeias alfa da hemoglobina na produção 

de ROS.  Como pode ser observado o Fe2+ ele reage com peróxido de 

hidrogênio produzindo radicais livres hidroxila muito reativo e danosos para a 

célula. Apesar do Fe3+ não reagir diretamente com H2O2, formando radicais 

livres.  Este serve de substrato para formar Fe2+, contribuindo de modo indireto 

na formação de radicais livres. 

 

Figura 4- Mecanismo de ligação da AHSP com αHb que reduz reatividade do grupo heme 

presente na α-globina. Cadeias alfa da hemoglobina oxigenadas e livres em 

solução possuem reatividade química alta, porém esta reatividade diminui 

quando a mesma se liga à AHSP e permanece muito baixa quando o complexo 

AHSP-αHb é desoxigenado por oxidação (Feng et al., 2005). 
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Interferência de RNA (RNAi) 

Uma forma muito robusta de causar alterações na expressão gênica, em células 

de linhagem estabelecida ou primária, é a indução da interferência de RNA de um 

determinado gene.  A interferência de RNA (RNAi) é um mecanismo genético de vigilância 

conservado durante a evolução que permite reduzir de forma específica a expressão pós-

transcricional dos genes alvo (Rana, 2007). 

A descoberta de que a RNAi é uma resposta biológica às moléculas de RNA 

dupla fita (dsRNA) foi realizada, primeiramente, em um nematódeo conhecido como 

Caenorhabditis elegans.  Fire et al. (1998) injetaram dsRNAs na porção ventral de tal 

nematódeo e descobriram que os genes, que tinham seqüências complementares às dos 

dsRNAs, foram silenciados, ou seja, tiveram a expressão reduzida.  Desde o estudo de Fire 

et al. (1998), o mecanismo da RNAi tem sido descrito em quase todos os eucariotos 

(Hannon, 2002).  Além disso, tem sido demonstrado na literatura que a RNAi desempenha 

importantes papéis em diversos processos biológicos como a regulação do 

desenvolvimento, resposta anti-viral e remodelação da cromatina (Rana, 2007).  

O mecanismo da RNAi, em mamíferos, inicia-se com o processamento dos 

dsRNAs pela Dicer, uma enzima RNase III, em pequenas moléculas interferentes, os short 

interfering RNAs (siRNAs), de aproximadamente 22 nucleotídeos em extensão.  Os siRNAs 

são incorporados em um complexo protéico, o RNA-induced silencing complex (RISC), que 

identifica e quebra o mRNA que é complementar à seqüência anti-sense dos siRNAs.  

Finalmente, endonucleases degradam o mRNA danificado pela RISC, iniciando o 

silenciamento gênico deste mRNA alvo (Fig. 5).  O mecanismo da RNAi permanece ativo 

enquanto os dsRNAs estiverem presentes (Leung e Whittaker, 2005). 

No C. elegans, o efeito do silenciamento gênico pela RNAi é estável, duradouro 

e hereditário, contudo o silenciamento, nas células de mamíferos pela transfecção de 

dsRNAs, é transiente.  Isto acontece devido ao fato das células de mamíferos terem 

perdido, ao longo da evolução, a RNA polimerase dependente de RNA que amplifica os 

siRNAs nos nematódeos e permite a perpetuação dos mesmos por várias gerações.  Desta 

forma, o silenciamento gênico, em células de mamíferos, é dependente do número de 

moléculas de siRNA transfectadas.  Assim, conforme as células se dividem, mais 
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ineficiente torna-se o silenciamento gênico em mamíferos, pois mais diluída fica a 

concentração dos siRNAs nas células filhas (Grishok e Mello, 2002; Omi et al.,2004).   

Com o objetivo de produzir siRNAs de maneira estável em células de 

mamífero, sistemas baseados em vetores estão sendo desenvolvidos.  Estes vetores contém 

promotores para a RNA polimerase III que promovem a expressão dos short hairpin RNAs 

(shRNAs), os quais são posteriormente clivados pela Dicer, produzindo os siRNAs (Fig. 5).  

Células com expressão estável de siRNAs podem ser selecionadas por meio de antibióticos, 

pois muitos vetores estão sendo desenvolvidos com marcadores de resistência aos mesmos. 

(Tuschl, 2002 e Mittal, 2004).  Ainda, em trabalhos recentes, tem sido descrito que vetores 

que expressam shRNAs são indutores mais potentes de RNAi do que moléculas de siRNAs 

sintetizadas quimicamente (Siolas et al., 2005). 

 

Figura 5- Mecanismo de ação da interferência de RNA a partir de shRNAs. 
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Que seja de nosso conhecimento não existem relatos dos mecanismos de ação 

da AHSP em células humanas.  Adicionalmente, a relação entre a síntese da hemoglobina 

humana e alterações na expressão do gene AHSP ainda é desconhecida em humanos.  Esta 

relação, uma vez conhecida, poderia contribuir para esclarecer o papel da proteína AHSP 

na eritropoese humana.  Desta forma, os objetivos deste estudo foram: 

  Induzir o silenciamento estável do gene AHSP em células K562 de 

linhagem eritroleucêmica humana.  

  Identificar possível precipitação de cadeias alfa da hemoglobina em células 

com redução na expressão do gene AHSP. 

  Identificar implicações no metabolismo celular frente a redução da 

expressão do gene AHSP esteja reduzida. 
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Desenho de short hairpin RNA (shRNA) para AHSP 

Moléculas de shRNA para AHSP foram desenhadas seguindo o protocolo do 

fabricante do vetor pSilencer 2.1-U6 neo (Ambion) de expressão de moléculas shRNAs.  

As moléculas de shRNA para AHSP foram geradas através da hibridização de 

oligonucleotídeos de DNA (IDT) com seqüência sense 5’-GATCCCGAGCGAGACAAGG 

CTCTGCTTCAAGAGAGCAGAGCCTTGTCTCGCTCTTTTTTGGAA-3’ e anti-sense 

5’-AGCTTTCCAAAAAAGAGCGAGACAAGGCTCTGCTCTCTTGAAGCAGAGCCTT 

GCTCGCTCGG-3’ por aquecimento a 90ºC por 3min e resfriamento dos mesmos a 37ºC 

por 1h (Fig. 6). 

 

 

Figura 6- Esquema de construção e expressão das moléculas de shRNA para AHSP. 
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Clonagem e Transformação de Bactéria 

Os oligonucleotídeos hibridizados, que codificam a molécula interferente para 

AHSP, foram clonados no vetor pSilencer 2.1-U6 neo (Fig. 6,7) na presença da enzima T4 

ligase a 25ºC por 1h.  Após clonagem, bactérias DH5α foram transformadas com 10µL do 

material clonado.  A transformação seguiu-se primeiramente a 0ºC por 20min, depois a 

42ºC por 90s e novamente a 0ºC por 2min.  As bactérias transformadas foram cultivadas 

em meio líquido Soc (10mM de cloreto de magnésio e de sulfato de magnésio, 20mM de 

gligose, triptona, extrato de levedura, cloreto de sódio e cloreto de potássio) a 37ºC, 

220rpm por 1h.  Após este período, foram plaqueadas em meio sólido LB com 100µg/mL 

de Ampicilina e incubadas em estufa 37ºC por 12h.  Em seguida, colônias foram 

selecionadas, cultivadas em meio líquido Circle Grow, e tiveram seu DNA seqüenciado 

para que possíveis mutações existentes fossem verificadas na seqüência codificadora da 

molécula interferente para AHSP no DNA plasmidial.  Um vetor controle negativo, 

pSilencer 2.1-U6 neo com expressão de molécula interferente não-homóloga ao genoma 

humano ou ao genoma de camundongo nem ao de rato, também foi amplificado em 

bactérias transformadas. 

 

Figura 7- Esquema do vetor de expressão de moléculas shRNAs, pSilencer 2.1-U6 neo, 

utilizado neste estudo. 
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Sequenciamento 

As reações de sequenciamento do DNA plasmidial das colônias selecionadas 

foram compostas de 1μL de Big-Dye™ (Applied Biosystems), 2μL do sobrenadante da 

cultura em meio LB das colônias selecionadas, 1μL do primer sense  

(5’ CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 3’) a 5μM, 1μL do primer anti-sense  

(5’ TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC 3’) a 5μM e 6,8 μL de água.  A purificação do 

sequenciamento foi realizada de acordo com o protocolo do fabricante da Big-Dye™.  As 

amostras foram seqüenciadas no ABI PRISM™ 377 DNA Sequencer (Applied Biosystems).  

A leitura do cromatograma foi realizada através do software ChromasPro
® . 

 

Produção do Vetor em Larga Escala 

Após confirmação no cromatograma da integridade da seqüência codificadora 

da molécula interferente, um clone bacteriano para o plasmídeo contendo a seqüência da 

molécula interferente para AHSP e um contendo o plasmídeo controle negativo foram 

selecionados e crescidos em 500mL de meio LB com ampicilina à concentração de 

100mg/mL por 16h.  Depois, a extração do DNA bacteriano foi realizada utilizando-se o 

QIAGEN Plasmid Mega kit (QIAGEN), seguindo as recombinações do fabricante. 

Novamente, o DNA produtos destas purificações foi seqüenciado para verificar a 

integridade da seqüência codificadora interferente para AHSP. Então, os DNAs foram 

quantificados no ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop). 

 

Padronização dos Métodos de Transfecção 

1. Eletroporação:  

A eletroporação foi realizada em equipamento Eletro Square Porator ECM830 

(BTX) nos seguintes parâmetros: modo LV, 230V, 15ms, 1 pulso.  A quantidade de 

plasmídeo eletroporada passou pela padronização entre as seguintes concentrações 15, 30 e 
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60µg.  A concentração escolhida foi aquela que propiciou um silenciamento gênico mais 

eficiente do AHSP.  Assim, 1x107 células ressuspendidas em 500µL de meio Optimem 

(GIBCO) foram adicionadas ao volume de plasmídeo a ser eletroporado e esta mistura foi 

colocada no interior de uma cubeta e submetida aos parâmetros de eletroporação (Fig. 8). 

 

Figura 8- Esquema do procedimento de eletroporação. 

 

2. Effectene: 

Effectene (QIAGEN) é um reagente não lipídico não lipossomal que envolve o 

DNA compactado pelo Enhancer com sua monocamada lipídica conhecida como micélios 

(Fig. 9).  Padronizações entre a concentração de DNA plasmidial e a concentração do 

Effectene foram necessárias para otimizar o silenciamento gênico do AHSP (Tab. 1).  A 

proporção entre Enhancer e DNA já havia sido padronizada pelo fabricante, mantendo-se 

sempre 1:8. 
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Figura 9- Esquema do procedimento e atuação do Effectene. 

Tabela 1- Nove padronizações realizadas embasadas na proporção de DNA e Effectene. 

  Proporção de DNA para Effectene® 

DNA (ug) 1:10 1:25 1:50 

0,5 0,5ug DNA 0,5ug DNA 0,5ug DNA 

 4,0uL Enhancer 4,0uL Enhancer 4,0uL Enhancer 

 5,0 Effectene 12,5 Effectene 25,0 Effectene 

1,0 1,0ug DNA 1,0ug DNA 1,0ug DNA 

 8,0uL Enhancer 8,0uL Enhancer 8,0uL Enhancer 

 10,0 Effectene 25,0 Effectene 50,0 Effectene 

2,0 2,0ug DNA 2,0ug DNA 2,0ug DNA 

 16uL Enhancer 16uL Enhancer 16uL Enhancer 

 20,0 Effectene 50,0 Effectene 100,0 Effectene 
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Padronização da concentração de Neomicina  

A concentração de Neomicina ou G418 foi padronizada de acordo com o 

protocolo do pSilencer neo (Ambion) para que células K562 que receberam o plasmídeo 

após transfecção pudessem ser selecionadas.  Concentrações de G418 que variaram de  

0 a 3000ug/mL foram testadas em culturas de células K562. 

 

Cultura de Células 

Células K562 foram mantidas em DMEM (Gibco) suplementado com 10% de 

soro fetal bovino (Gibco BRL), 100U/mL Penicilina (Gibco), e 100µg/mL Estreptomicina 

(Gibco) em uma atmosfera úmida com 5% de CO2 a 37°C.  Transfecções de DNA foram 

realizadas através da eletroporação e do Effectene (Qiagen) de acordo com as 

recomendações do fabricante.  Depois da transfecção por eletroporação ou pelo Effectene, 

as células K562 foram divididas em 4 grupos, cada um avaliado em 4 experimentos 

independentes executados em duplicata.  O grupo 1 e 2 são representados pelas células 

transfectadas sem o vetor pSilencer neo (células controle), o 3 e 4 são respectivamente 

representados por células transfectadas com o pSilencer neo controle negativo  

(células controle negativo) e células transfectadas com o vetor pSilencer neo que expressam 

shRNAs para AHSP (células AHSP-shRNA).  Após a transfecção, 600µg/mL de 

Neomicina foram adicionados ao meio de cultura dos grupos 1, 3 e 4.  Depois da morte 

total do grupo 1, avaliada por Azul de Trypan (0.4% w/v, Gibco), 30µM do substrato 

Hemina (Sigma) foram adicionados ao meio de cultura dos grupos 2, 3 e 4 para induzir a 

expressão de genes da linhagem eritróide.  Durante a cultura destes grupos celulares, 

amostras foram coletadas em 7 pontos específicos: antes da transfecção, 0h sem Hemina, 

0h com Hemina, 24h, 48h, 72h e 96h após a adição de Hemina. Entre o ponto 0h sem 

Hemina e o ponto 0h com Hemina há um período de 72h considerado, pois é o período de 

indução mais crítico da Hemina para a expressão dos genes da linhagem eritróide  

(Testa et al., 1982). 
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Real Time PCR e Análise da Expressão Gênica 

O RNA total das amostras de células K562 foi extraído pelo com a utilização 

do reagente TRIzol (Invitrogen) de acordo com as recomendações do fabricante.  Amostras 

de cDNA foram obtidas a partir do RNA total com o uso da SuperScript III (Invitrogen) de 

acordo com as recomendações do fabricante e quantificadas foram quantificados no  

ND-1000 UV-Vis Spectrophotometer (NanoDrop). 

Os genes AHSP, GATA-1, α-globin, γ-globin, BAC, GAPDH e BCR tiveram 

sua expressão quantificada por Real Time PCR
 (Tab. 2 e Fig. 10) A detecção de 

amplificação em tempo real foi realizada no equipamento ABI 5700 Sequence Detector 

System ® (Applied Biosystems) utilizando o reagente SYBRGreen PCR Master Mix™ 

(Applied Biosystems).  Os genes BAC, GAPDH and BCR foram utilizados como controle 

endógeno para a normalização dos dados. A análise da expressão gênica, bem como a 

normalização dos dados foi realizada programa geNorm (Vandesompele et al., 2002).  

Tabela 2- Relação de primers utilizados para o Real Time PCR. 

Nome Sequência dos Primers (5'     3')

AHSP-F GTGCGTGAGACATATACAGCCTGTTA
AHSP-R TCCTGCGGAAATGAGATCCTTA

α-Globin-F TGGTCCCCACAGACTCAGAGA
α-Globin-R CGGCCTTGACGTTGGTCTT
γ-Globin-F CCAGCTGAGTGAACTGCACTGT
γ-Globin-R ACGGTCACCAGCACATTTCC
GATA-1-F CTACTACAGGGACGCTGAGG
GATA-1-R CCCCGTCTTGCCGTAGG

BAC-F TCACCGAGCGCGGCT
BAC-R TAATGTCACGCACGATTTCCC

GAPDH-F GCACCGTCAAGGCTGAGAAC
GAPDH-R CCACTTGATTTTGGAGGGATCT

BCR-F CCTTCGACGTCAATAACAAGGAT
BCR-R CCTGCGATGGCGTTCAC  
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Figura 10- Representação do ciclo de amplificação em que a reação de PCR para cada 

gene está na sua faixa exponencial.  Neste ponto, observa-se qual gene é mais 

expresso nas amostras analisadas.  O mais expresso atinge a faixa de 

amplificação exponencial antes que os demais, ou melhor, em menos número 

de ciclos. A legenda está organizada do gene mais expresso para o menos 

expresso. 

 

Citometria de Fluxo e Imunofluorescência 

Os ensaios de citometria mediram, com a utilização do citômetro FACSCalibur 

(Becton Dickinson), a expressão de DCF (2,7-diclorodihidrofluoresceína) a partir de 

DCFH-DA −um método indireto de quantificar espécies reativas de oxigênio (Eros ou 

ROS) (Hsiao et al., 2006) (Fig. 11)−, Annexina e PI (Iyamu et al., 2000) e hemoglobina 

fetal (Ghosh et al., 2006) em células K562 coletadas antes da transfecção, 0h sem Hemina, 

0h com Hemina, 48h e 96h após a adição de Hemina. 

  Os ensaios de imunofluorescência foram desempenhados em células coletadas 

após 168h de cultura com hemina, fixadas em 4% de paraformaldeído e aderidas às 

lamínulas tratadas com poli-L-lisina.  As lamínulas foram incubadas com solução 
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bloqueadora de leite 3% por 1h. Então, foram incubadas com o anticorpo primário  

anti-α-globina, anti-AHSP e o fluorescente anti-HbF (1:100) por 12h. Após este período, as 

células que receberam os anticorpos primários foram incubadas com o anticorpo secundário 

anti-coelho IgG-FITC (1:500) e com o anticorpo fluorescente anti-β-actina-PE for 2h 

incluindo as células com o anti-HbF. As lamínulas foram montadas em meio 

VECTASHIELD-DAPI® que permite a visualização do núcleo em azul.  As aquisições das 

imagens foram feitas através Carl Zeiss Laser Scanning Systems LSM 510, usando a 

objetiva C-Apochromat 63X/1.2W e o software Zeiss LSM Image Examiner a 25ºC. 

 

Figura 11- A molécula 2,7-Diclorodihidrofluoresceína-diacetato (H2DCFDA) (reativa ao 

H2O2) são usados como marcadores oxidativos.  Por ter um grupo diacetato 

apolar, essas sondas difundem-se facilmente através da membrana celular em 

diferentes tecidos. Dentro das células, o grupo diacetato é facilmente 

hidrolizado por esterases citosólicas, deixando livres as moléculas de DCFH.  

Por serem, agora, polares, essas moléculas proporcionam um excelente 

substrato ao peróxido de hidrogênio.  Ao reagir com H2O2, a molécula DCFH 

torna-se um composto fluorescente (DCF) que pode ser medido através 

citometria de fluxo.  
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Análise Estatística 

Comparações entre os grupos controle, controle negativo e células  

AHSP-shRNA foram feitas usando a análise de variância (one-way ANOVA).  Diferenças 

significantivas indicadas pelas ANOVAs foram submetidas à comparação para a par do 

teste de Tukey's Honestly Significant Difference. 
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Sequenciamento 

Após a clonagem dos oligos hibridizados no vetor pSilencer neo.  

O seqüênciamento das colônias selecionadas foi realizado.  Ao final dos sequenciamentos 

cromatogramas (Fig. 12) foram analisados para verificar possíveis alterações na seqüência 

codificante da molécula shRNA para AHSP. 

 

Figura 12- Exemplo de resultado do sequenciamento (cromatograma) de colônias 

transformadas. 

 

Padronização da concentração de Neomicina 

A menor concentração de Neomicina ou G418, que permitiu morte celular após 

9 dias de cultura e morte de todas as células K562 após 14 dias de cultura, foi a de 

600ug/mL (Tab. 3).  Desta forma, tal concentração foi escolhida como ótima para 

selecionar as células transfectadas com o vetor pSilencer neo. 
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Tabela 3- Padronização da concentração de G418. A concentração escolhida está em 

negrito. 

[ ] de G418 [ ]X104 céls. vivas [ ]X104 céls. vivas [ ]X104 céls. vivas [ ]X104 céls. vivas 

  6º dia 9º dia 12º dia 14º dia 

0ug/mL 450 212,5 87,5 30,7 

50ug/mL 412,5 162 212,5 215,9 

75ug/mL 410 387,5 475 663,4 

100ug/mL 487,5 162,5 137,5 186,9 

150ug/mL 612,5 375 137,5 16,6 

200ug/mL 412,5 425 275 89,2 

250ug/mL 737 425 325 309,6 

300ug/mL 537,5 362,5 175 50,9 

350ug/mL 575 412,5 300 221,1 

400ug/mL 375 337,5 175 24,0 

450ug/mL 475 275 262,5 349,2 

500ug/mL 437,5 287,5 162,5 76,9 

550ug/mL 512,5 262,5 162,5 118,0 

600ug/mL 237,5 162,5 25 0,0 

650ug/mL 275 162,5 25 0,0 

700ug/mL 112,5 125 25 0,0 

750ug/mL 187,5 87,5 0 0,0 

800ug/mL 87,5 62,5 0 0,0 

850ug/mL 87,5 0 0 0,0 

900ug/mL 62,5 12,5 0 0,0 

950ug/mL 50 0 0 0,0 

1000ug/mL 12,5 0 0 0,0 

2000ug/mL 0 0 0 0,0 

3000ug/mL 0 0 0 0,0 
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Padronização dos Métodos de Transfecção 

As concentrações de plasmídeo, 30 e 60ug, utilizadas na padronização da 

eletroporação geraram níveis de interferência para o gene AHSP no controle negativo  

(Fig. 13A).  Este fenômeno pode ser explicado pelo fato destas quantidades de plasmídeo 

serem superiores ao limiar de tolerância na célula para presença de ácido nucléico exógeno, 

o que leva a uma resposta celular de alteração na expressão gênica como um todo, podendo 

incluir a expressão do gene de interesse do estudo (Siolas et al., 2005). 

A eletroporação foi mais eficiente para o silenciamento gênico do AHSP, pois 

atingiu 85,6% de interferência na concentração ótima de 15µg de plasmídeo (Fig. 14A), 

porém este método gerou aproximadamente 60% de morte celular após transfecção  

(Fig. 14B).  Entretanto o effectene alcançou 70,6% de interferência na concentração ótima 

de 2µg de DNA para 100µL de Effectene (Fig. 13B, 14A), porém mostrou-se um método 

de transfecção mais eficiente e de alta viabilidade celular, causando, aproximadamente, 

apenas 1% de morte celular (Fig.14B). 



 

Figura 13- Perfil de expressão do gene AHSP quantificada por Real Time PCR. A. Em 

culturas de células K562 controle e transfectadas com concentrações 

diferentes (15, 30, 60ug) do plasmídeo pSilencer neo para AHSP e pSilencer 

neo negativo.  B. Em culturas de células K562 controle e transfectadas com 

concentrações diferentes do plasmídeo pSilencer neo para AHSP e pSilencer 

neo negativo em relação a quantiade de Effectene (2ug de DNA/50uL de 

Effectene e 2ug de DNA/100uL de Effectene). .* Resultados encontrados 

foram estatisticamente significativos usando ANOVA (p< 0.004) e o teste de 

comparação par a par Tukey’s HSD (p < 0.05). 
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Figura 14- A. Diferença na eficiência do silenciamento gênico para o gene AHSP nos dois 

métodos de transfecção. B. Porcentagem de morte celular nos dois métodos de 

transfecção utilizados neste estudo.* Resultados encontrados foram 

estatisticamente significativos usando ANOVA (p< 0.006) e o teste de 

comparação par a par Tukey’s HSD (p < 0.05). 
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Silenciamento do gene AHSP 

 Com sucesso, linhagens de células K562 eritroleucêmica com silenciamento estável 

para o gene AHSP foi obtida para ambos os procedimentos de transfecção. O silenciamento 

gênico para AHSP foi primeiramente identificado em imunofluorescência em ambos os 

métodos de transfecção (Fig. 15).  As células silenciadas para o gene AHSP apresentaram 

marcação menos intensa do anticorpo para AHSP em relação ao controle negativo.  

Posteriormente, tal silenciamento foi confirmado por meio da quantificação da expressão 

do gene AHSP por Real Time PCR em ambos os métodos de transfecção  

(Fig. 16).  As células silenciadas para o gene AHSP apresentaram redução significativa de 

expressão deste gene em relação aos controles no ponto de 48h após a adição de hemina 

(pico da expressão do gene AHSP). 
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Figura 15- Imunofluorescência de células induzidas por Hemina com marcação para os 

antígenos da AHSP e β-actina. O núcleo celular foi corado com DAPI. As 

barras significam 5µm. A. Células transfectadas por eletroporação. B. Células 

transfectadas por Effectene. 
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Figura 16- Perfil de expressão do gene AHSP quantificada por Real Time PCR. A. Em 

culturas de células K562 controle e transfectadas com 15ug do plasmídeo 

pSilencer neo para AHSP e pSilencer neo negativo.  B. Em culturas de células 

K562 controle e transfectadas com 2ug de DNA/100uL de Effectene.* 

Resultados encontrados foram estatisticamente significativos usando ANOVA 

(p< 0.005) e o teste de comparação par a par Tukey’s HSD (p < 0.05). 
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Perfil da Expressão dos Genes α-globina, γ-globina e GATA-1  

Os perfis de expressão da α-globina, γ-globina e GATA-1 foram os mesmos 

para ambos os métodos de transfecção (Fig. 17-19).  O pico de expressão destes genes foi 

coincidente em 0h com Hemina (Fig. 17-19).  Entretanto, não houve diferença no perfil de 

expressão dos genes α-globina e γ-globina nas células silenciadas para AHSP em relação 

aos controles.  Apenas o gene GATA-1 apresentou expressão aumentada nas células 

silenciadas para AHSP, imediatamente, após seu pico de expressão no ponto de 0h após a 

adição de hemina (Fig. 19). 

Resultados 

52



 

Figura 17- Perfil de expressão do gene α-globina quantificada por Real Time PCR. A. Em 

culturas de células K562 controle e transfectadas com 15ug do plasmídeo 

pSilencer neo para AHSP e pSilencer neo negativo.  B. Em culturas de células 

K562 controle e transfectadas com 2ug de DNA/100uL de Effectene.* 

Resultados encontrados foram estatisticamente significativos usando ANOVA 

(p< 0.005) e o teste de comparação par a par Tukey’s HSD (p < 0.05). 
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Figura 18- Perfil de expressão do gene γ-globina quantificada por Real Time PCR. A. Em 

culturas de células K562 controle e transfectadas com 15ug do plasmídeo 

pSilencer neo para AHSP e pSilencer neo negativo.  B. Em culturas de células 

K562 controle e transfectadas com 2ug de DNA/100uL de Effectene.* 

Resultados encontrados foram estatisticamente significativos usando ANOVA 

(p< 0.005) e o teste de comparação par a par Tukey’s HSD (p < 0.05). 
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Figura 19- Perfil de expressão do gene GATA-1 quantificada por Real Time PCR. A. Em 

culturas de células K562 controle e transfectadas com 15ug do plasmídeo 

pSilencer neo para AHSP e pSilencer neo negativo.  B. Em culturas de células 

K562 controle e transfectadas com 2ug de DNA/100uL de Effectene.* 

Resultados encontrados foram estatisticamente significativos usando ANOVA 

(p< 0.005) e o teste de comparação par a par Tukey’s HSD (p < 0.05). 
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Precipitação de Cadeias Alfa da Hemoglobina 

Células silenciadas para o gene AHSP apresentaram considerável precipitação 

de cadeias alfa da hemoglobina em ambos os processos de transfecção. Tal precipitação foi 

evidenciada por imunofluorescência (Fig. 20). 

 

Figura 20-  Imunofluorescência de células induzidas por Hemina com marcação para os 

antígenos da α-globina e β-actina. O núcleo celular foi corado com DAPI. As 

barras significam 5µm. A. Células transfectadas por eletroporação. B. Células 

transfectadas por Effectene. 



Identificação de HbF 

As células com o AHSP silenciado apresentaram diminuição na produção de 

hemoglobina fetal (HbF) em os métodos de transfecção.  Esta diminuição foi, 

primeiramente, identificada em ensaio de imunofluorescência (Fig. 21) e, posteriormente, 

confirmada por meio de citometria de citometria de fluxo (Fig. 22). 

 

Figura 21- Imunofluorescência de células induzidas por Hemina com marcação para os 

antígenos da HbF e β-actina. O núcleo celular foi corado com DAPI. As barras 

significam 5µm. A. Células transfectadas por eletroporação. B. Células 

transfectadas por Effectene. 
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Figura 22- Identificação da hemoglobina fetal por citometria de fluxo. A. Em células 

transfectadas por eletroporação. B. Em células transfectadas por Effectene. * 

Resultados encontrados foram estatisticamente significativos usando ANOVA 

(p< 0.01) e o teste de comparação par a par Tukey’s HSD (p < 0.05). 
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Identificação de ROS e Morte Celular 

Células silenciadas para o gene AHSP apresentaram, em ambos os métodos de 

transfecção, maior expressão de espécies reativas de oxigênio (Fig. 23) e mais marcação 

positiva para Anexina V e PI (Fig. 24) em relação aos controles.  A marcação de Anexina e 

PI indica morte celular.  Assim, células AHSP-shRNA tiveram significativa diminuição na 

viabilidade celular. 

 

Figura 23- A, B. Identificação de ROS por citometria de fluxo nos grupos de células 

estudados. * Resultados encontrados foram estatisticamente significativos 

usando ANOVA (p< 0.01) e o teste de comparação par a par Tukey’s HSD  

(p < 0.05). 
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Figura 24- A, B. Porcentagem de células marcadas positivamente para Anexina e PI nos 

grupos de células estudados. * Resultados encontrados foram estatisticamente 

significativos usando ANOVA (p< 0.01) e o teste de comparação par a par 

Tukey’s HSD (p < 0.05). 
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Estudos, em camundongos deficientes de AHSP e in vitro, demonstraram que a 

AHSP evita a precipitação das cadeias alfa da hemoglobina, bem como a atividade  

pró-oxidante das mesmas em solução (Kihm et al., 2002).  Além disso, outro trabalho 

mostrou que camundongos β-talassêmicos deficientes para AHSP possuem maior 

precipitação de cadeias alfa da hemoglobina nos seus eritrócitos e níveis acentuados de 

anemia (Kong et al., 2004).  Embasados nestes estudos com modelos animais, muitos 

trabalhos tentaram estabelecer uma relação entre a AHSP e a variabilidade clínica 

observada em pacientes β-talassêmicos.  Entretanto, todas as relações encontradas, até o 

presente momento, foram sutis, não explicando o papel molecular desempenhado pelo 

AHSP na β-talassemia humana (Viprakasit et al., 2004; dos Santos et al., 2005;  

Lai et al. 2006).  

Neste trabalho, pela primeira vez em células humanas, foi possível demonstrar 

pela redução na produção da proteína AHSP através da interferência de RNA, mediada por 

moléculas de sh-RNA, que a diminuição da expressão do gene AHSP provoca considerável 

precipitação de cadeias alfa da hemoglobina.  Além disso, células silenciadas para o gene 

AHSP tiveram aumento na expressão de espécies reativas de oxigênio, o que pode 

provavelmente estar associado com a precipitação das cadeias alfa da hemoglobina e 

conseqüente exposição do grupo heme que as compõe (Feng et al., 2004).   

O grupo heme da hemoglobina pode ser formado por átomos de Fe3+ ou Fe2+. 

Ambos quando expostos em solução aquosa são capazes de diretamente ou indiretamente 

gerarem espécies reativas de oxigênio ou radicais livres (Fig. 3) (Haber e Weiss, 1934; 

Halliwell e Gutteridge, 1990).  Estes produtos gerados pela exposição do grupo heme na 

precipitação das cadeias alfa da hemoglobina são extremamente danosos para a célula, uma 

vez que podem direta ou indiretamente degradar proteínas, danificar organelas e a 

membrana celular e causar danos irreparáveis ao DNA nuclear.  Além disso,  

Feng et al. (2004) demonstraram que a reatividade do grupo heme da α-globina oxigenada 

diminui gradativamente uma vez que a AHSP se liga a α-globina oxigenada e o complexo 

AHSP-a-globina perde a molécula de oxigênio (Fig. 4).  Diante disso, o excesso de espécies 

reativas de oxigênio evidenciadas nas células com redução na expressão do gene AHSP, 

parece justificar-se pela baixa produção de AHSP e ainda contribuir para que estas células 
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tivessem mais marcação positiva para marcadores de morte celular como a Anexina V e o 

PI.  Desta forma, estes resultados, pela primeira vez, indicam que a AHSP desempenha 

importante papel em prevenir a apoptose de precursores eritróides em células humanas. 

Os dados, que evidenciam precipitação de cadeias alfa da hemoglobina, 

produção de ROS e morte celular em células humanas silenciadas para o gene AHSP, 

confirmam o modelo de interação molecular previamente descrito em camundongo e em 

ensaios bioquímicos in vitro com AHSP recombinante (Baudin-Creuza et al., 2004).  Neste 

modelo de interação molecular, a AHSP se comporta como uma proteína chaperone que se 

liga a cadeia alfa da hemoglobina, evitando sua precipitação e atividade pró-oxidante.  

Desta forma, o silenciamento do gene AHSP, induzido em nosso estudo, sugere que a 

AHSP em células humanas desempenha a mesma função previamente identificada em 

camundongo e in vitro.  

O gene GATA-1, membro da família dos fatores de transcrição GATA, 

desempenha importante papel na expressão no desenvolvimento das células eritropoéticas 

(Harigae et al., 2006; Lowry et al., 2006).  Além disso, o promotor do AHSP possui três 

domínios conservados de ligação do fator de transcrição GATA-1 (Keys et al., 2007;  

Cao et al., 2002) o que indica que a transcrição do gene AHSP é induzida por GATA-1 

(Gallagher et al., 2005). Assim para verificar se o silenciamento do gene AHSP influenciou 

a expressão do gene GATA-1, os seus níveis de expressão foram quantificados por Real 

Time PCR.  Um aumento de expressão do gene GATA-1 foi encontrado imediatamente 

após o pico de expressão do mesmo em células K562 induzidas por Hemina.  Estes dados 

sugerem que a diminuição da expressão do gene AHSP pode de alguma forma induzir uma 

expressão tardia do gene GATA-1. 

Uma vez que células K562 induzidas por Hemina, predominantemente, 

expressam os genes α-globina e γ-globina (Gianni et al., 1982), a expressão destes genes 

foi quantificada com o intuito de verificar possíveis alterações na expressão do  

gene α-globina e/ou γ-globina devido a redução do gene AHSP.  Os perfis de expressão 

destes genes em células silenciadas para AHSP não apresentaram diferenças significativas 

em relação aos controles.  Desta forma, estes dados indicam que a precipitação das cadeias 
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alfa da hemoglobina, evidenciada neste estudo, não está relacionada com um eventual 

aumento de expressão do gene α-globina e sim com o silenciamento do gene AHSP. 

Um dado extremamente significativo foi que as células AHSP-shRNA 

mostraram grande redução na síntese da hemoglobina em relação às células controles, 

identificada em ensaios de imunofluorescência e confirmada por meio de citometria de 

fluxo.  Estes dados fortemente sugerem que a ligação da AHSP com a α-globina é crucial 

para a formação da hemoglobina em células humanas.  Esta possibilidade é corroborada por 

um estudo recente, em camundongos, que demonstrou que a AHSP é importante para a 

eritropoese e produção da hemoglobina mesmo quando a α-globina não é produzida em 

excesso (Yu et al., 2006) 

Tomados em conjunto, nossos dados apresentam, pela primeira vez, um 

possível papel extremamente significativo para a AHSP na síntese normal da hemoglobina 

humana, bem como na sobrevivência dos progenitores eritróides ao longo da eritropoese.  

Além a possibilidade da AHSP ser um modulador da gravidade β-talassêmica ainda 

permanece por ser demonstrada, entretanto nossos dados reforçam esta possibildade.  

Diante disso, alterações na seqüência gênica do AHSP que resultassem em menor produção 

da AHSP poderiam estar associadas a fenótipos graves de pacientes β-talassêmicos.  Por 

outro lado, alterações no gene AHSP que resultassem em maior produção da AHSP 

poderiam estar relacionadas aos fenótipos intermediários e amenos da doença.  Finalmente, 

os dados obtidos neste trabalho servem de base para futuros estudos que considerem a 

possibilidade do AHSP estar associado à fisiopatologia das hemoglobinopatias.  
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 O silenciamento do gene AHSP, induzido em nosso estudo, sugere que a 

AHSP, em células humanas, desempenha função similar à previamente 

descrita em camundongo e in vitro.  

 

 A ligação da AHSP com a α-globina parece ser crucial para a formação da 

hemoglobina em células humanas.  

 

 A redução na expressão do gene AHSP parece induzir um aumento na 

expressão do gene GATA-1. 

 

 A evidente precipitação das cadeias alfa da hemoglobina observada neste 

estudo, não está relacionada com o aumento da expressão do gene α-

globina, mas com o silenciamento do gene AHSP.  

 

 Estes dados em conjunto reforçam que o AHSP pode ser um modulador da 

gravidade β-talassêmica, bem como desempenhar um importante papel na 

fisiopatologia das hemoglobinopatias.  
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