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RESUMO
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As fosfatidilinositol- fosfato quinases (PIPKs) pertencem a uma familia de enzimas lipidio-
quinases que geram varios mensageiros lipidicos, incluindo um importante segundo
mensageiro denominado fosfatidilinositol-4,5-bifosfato, que participa da regulacdo de
diversas atividades celulares, como a modulacdo do citoesqueleto de actina, o transporte de
vesiculas, a formagdo de adesdo focal e diversos eventos nucleares, incluindo a expressao
g€nica. A subfamilia da PIPK estd dividida, conforme a especificidade de sinalizagcdo, em
tipo I (isoformas a, B e 7y), tipo II (isoformas a, B e v) e tipo III. Em estudo recentemente
realizado em nosso laboratdrio, o gene da PIPKIla mostrou-se diferencialmente expresso
em reticuldcitos de dois irmidos com Doenca de Hemoglobina H, sendo maior no paciente
com maior nivel de hemoglobina andmala, paralelamente a expressdo do gene da globina 3,
sugerindo uma possivel relagdo entre a PIPKIla e a produgdo de globinas. Além disso,
andlises realizadas durante a diferenciacdo eritréide de células CD34*, em cultura,
demonstraram que as expressdes dos genes das PIPKs aumentam a medida que essas
células se tornam mais diferenciadas. O papel da PIPK no processo hematopoiético, no
entanto, tem sido pouco explorado. No presente trabalho, investigamos a localizagao celular
da PIPKIlo e sua expressio génica e protéica durante a diferenciacdo eritroide,
megacariocitica e granulocitica de células da linhagem hematopoiética e demonstramos que
o silenciamento do gene da PIPKIlo, em células K562, resulta em diminui¢do da
proliferacdo deste tipo celular, aumento de expressao do gene da globina o e uma tendéncia
de elevacdo da expressdao do gene da globina y. Esses resultados corroboram a sugestdo
prévia de existéncia de relacdo entre a PIPKIIa e a expressao dos genes de globinas, relacao
que deve continuar a ser investigada em células eritrdides normais e de pacientes com

hemo globinopatias.
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Phosphatidylinositol-phosphate kinases (PIPKs) belong to a family of lipid kinase enzymes
that generate various lipid messengers, including an important second messenger known as
phosphatidylinositol-4,5-biphosphate, which participates of the regulation of several cell
activities, such as modulation of the actin cytoskeleton, vesicle transport, formation of focal
adhesions and various nuclear events, including regulation of gene expression. The PIPK
subfamily is divided into types I (isoforms a, B and y), II (a, B and y) and III according to
signaling specificity. In a recent study in our Ilaboratory, the PIPKIlo gene was
differentially expressed in reticulocytes from two siblings with hemoglobin H disease:
expression of this gene, as well as that of the B-globin gene, was greater in the patient with
the higher level of the abnormal hemoglobin, suggesting a possible relationship between
PIPKIlg and the production of globins. In addition, analyses carried out using CD34* cells
from cultures undergoing erythroid differentiation showed that PIPK gene expression
increased as the cells became more differentiated. However, there has been little research
into the role of PIPK in the hematopoietic process. In this study we investigate the cellular
location of PIPKIIx and the gene and protein expression of this enzyme during erythroid,
megakaryocytic and granulocytic differentiation of hematopoietic lineage cells. We show
that PIPKIIoe gene silencing in K562 cells results in reduced proliferation of this cell type,
increased o-globin gene expression and a tendency towards increased y-globin gene
expression. These results corroborate the previous suggestion of a relationship between
PIPKIIoe and globin gene expression, a relationship that should be the subject of further
investigation in normal erythroid cells and erythroid cells from patients with

hemoglobinopathies.
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1. INTRODUGCAO GERAL



1.1) A Sinalizacao celular

Para a evolugdo dos organismos multicelulares levou ao desenvolvimento de
mecanismos complexos para coordenar as diversas atividades celulares, como a
diferenciacdo, proliferacdo e crescimento. A sinalizacdo celular é responsdvel por uma
grande parte destes processos vitais. A informacao transmitida, em alguns casos, é realizada
por um processo chamado transducdo de sinal, na qual uma série de proteinas age alterando
a conformacao das proteinas subsequentes, ocasionando a sua inibi¢do ou a ativacdo (Papin
et al, 2005). A alteracdo da proteina alvo modifica a concentracdo de um ou mais
mediadores intracelulares, incluindo os segundos mensageiros, que podem se difundir para
longe de sua fonte de producdo, transmitindo o sinal para outras partes das células (Figura
1). Esta forma de sinalizacdo celular exige mais do que simples trocas moleculares para
inativar ou ativar diversos processos celulares. O sucesso da transducdo de sinal necessita
da criacdo de ramos que interajam ativamente e possam influenciar um ao outro. Desta
maneira, a simplicidade da comunicacdo molecular € transformada em sofisticacdo pela

maneira como as vias sdo interligadas (Ben-Shlomo et al., 2003; Alberts et al, 2010).
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Figura 1 Via de sinalizacdo intracelular ativada por molécula sinalizadora extracelular. A
molécula sinalizadora se liga a proteina receptora, ativando uma via de sinalizacdo
intracelular mediada por uma série de proteinas. Este sinal interage com uma proteina alvo
e gera uma resposta celular (Albert et al., 2010)

Cada célula estd exposta a vdrios sinais provenientes do seu ambiente e precisa estar
programada para responder a combinagdes especificas de moléculas sinalizadoras. A
resposta precisa ser seletiva, de acordo com sua caracteristica especifica, e é adquirida
através da especializacdo celular progressiva que ocorre durante o desenvolvimento (Pires
daSilva e Sommer, 2003). Diferentes células podem responder distintamente a0 mesmo
sinal quimico em fun¢do do grupo de proteinas receptoras, ou de acordo com a maquinaria
celular que integra e interpreta a informagdo recebida. Desta forma, a mesma molécula
ligante pode ter diversos efeitos sobre as células-alvo e necessita ser reconhecida por

receptores especificos para transmitir o sinal de forma eficiente (Figura 2) (Alberts et al,,

2010).
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Figura 2 Atuacdo de moléculas-sinal em vérios receptores ocasionando diferentes respostas.
Quando ocorre a privagdo destes sinais, a célula entra em processo de apoptose (Albert et
al, 2010).

1.2) As Proteinas Quinases

Os primeiros relatos sobre as proteinas quinases foram realizados por Krebs et al,,
em 1959, e no inicio dos anos 80 varias delas foram descobertas (Krebs et al., 1959). Estas
quinases compdem a maior familia de proteinas nos seres eucariontes e possuem um papel
central na regulacdo de suas funcOes celulares bdsicas, tais como: rearranjo do
citoesqueleto, apoptose, metabolismo energético, replicacdo, controle do ciclo celular,
transcricdo génica, entre outras (Engh e Bossemeyer, 2001). Além disso, participam da
sinalizacdo celular através da transducdo de sinal, catalisando a fosforilacdo de proteinas
através da transferéncia de um grupo fosfato de ATP e, em alguns casos, de GTP, para
residuos de treonina-serina ou de tirosina. A fosforilagdo destes residuos faz com que

ocorram estimulos extracelulares e intracelulares fornecendo um mecanismo altamente
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eficiente para o controle da atividade protéica (Figura 3) (Alberts et al. 2010). Neste tipo de
sinalizacdo celular ocorre uma grande amplificacio do sinal, uma vez que uma tnica

molécula pode fosforilar muitos substratos.

- -— APt
» |

ADP

Fosfatase
ativa

Sinal de
saida

Figura 3 Proteina quinase adiciona covalentemente um fosfato de ATP na proteina sinalizadora,
e uma proteina-fosfatase remove o fosfato (Albert et al., 2010).

Plowman et al, usando o Caenorhabditis elegans como modelo para estudo de
transducdo de sinal, demonstraram que as proteinas quinases compdem a segunda maior
familia de dominios protéicos neste nematodo, com um total de 411 sequéncias completas
(Plowman et al., 1999). Com a elucida¢do do projeto genoma humano foram identificados
518 genes codificantes para proteinas quinases, consistindo 1,7% do total de genes
humanos (Manning et al, 2002). Dentre 258 proteinas quinases analisadas foram
identificados 83 tipos de dominios, dos quais a maioria encontra-se relacionada com a

interacdo com proteinas sinalizadoras que reconhecem e se ligam a residuos de tirosina
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fosforilados. O dominio catalitico caracteristico desta familia consiste de aproximadamente
250 a 300 residuos de aminoacidos e divide-se em onze subdominios invaridveis. Eles estdo
fortemente implicados no desempenho de um papel importante na funcdo catalitica das
enzimas, tendo acdo direta no sitio ativo ou contribuindo para a formagdo do sitio ativo em
uma estrutura secunddria. A regido ndo conservada ocorre em forma de “loop”, permitindo
o encontro entre as regides cataliticas. Residuos de aminodcidos individuais, altamente
conservados dentro dos subdominios, participam da ligacdo ao ATP e da transferéncia do
fosforo.

As alteracdes funcionais destas enzimas podem levar a uma série de modificacdes
dentro da célula e ocasionar o surgimento de vérias patologias, como neoplasias, diabetes e

doengas resultantes de defeitos imunoldgicos (Shchemelinin et al., 2006).

1.3) Os Fosfoinositideos e a Familia das Fosfatidilinositol-Fostato
Quinases (PIPKs)

Nos ultimos anos, o metabolismo dos fosfolipideos tem se demonstrado um campo
de investigacdo promissor, sobretudo, com a constatacio de que a dupla camada de
fosfolipideos da membrana celular ndo tem apenas um papel estrutural, mas também o de
um importante reservatério de moléculas pré-formadas a partir de mensageiros dos
processos de sinalizacdo intracelular. O fosfatidilinositol, um componente da membrana
celular dos eucariotos, é o unico fosfolipideo cujo grupo inositol pode ser fosforilado nas
posicdes 3, 4 ou 5 (Figura 4), resultando em 7 diferentes fosfolipideos de inositol ou
fosfoinositideos, o fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P), fosfatidilinositol-4-fosfato (PI4P),

fosfatidilinositol-5-fosfato (PI5P), fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (P13,4P2),
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fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PI4,5P2), fosfatidil inositol-3,5-bifosfato (PI3,5P2) e o
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato  (PI13,4,5P3), cada um destes apresentando distintas

funcdes (McCrea e De Camilli, 2009).

cadeias de acidos graxos

folheto citosolico
(0]

Q
-

POy

espinha de glicerol

anel de inositol (POg4)

(PO4) (PO4)

Figura 4 A estrutura quimica do fosfatidilinositol € composta por um anel de inositol, que
pode ser fosforilado nas posi¢cdes 3, 4 ou 5 (indicado em vermelho), uma “espinha” de
glicerol e cadeias de dcidos graxos (Adaptado de Liu e Bankaitis, 2010).

Estes lipideos representam somente uma pequena porcentagem do total de
fosfolipideos presentes na célula e estdo envolvidos na regulacdo de diversos processos
celulares, incluindo a proliferacdo e sobrevivéncia celular, organizacdo do citoesqueleto,
trifego de vesiculas, a formacdo de adesdo focal, regulacdo de canais iOnicos e diversos
eventos nucleares (Heck et al., 2007; Skwarek e Boulianne, 2009).

A maioria do conhecimento sobre sinalizacdo celular por fosfoinositideos € derivada

de vias de sinalizacdo citos6lica. Recentemente, alguns estudos, buscaram elucidar o papel
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destes mensageiros no nicleo e demonstraram que ha diferengas na regulacdo da sinalizagdo
neste compartimento em relagdo ao citosol e membrana plasmatica (Martelli et al., 2005;
Bunce et al., 2006; Barlow et al., 2010).

O PI4,5P, é um dos fosfoinositideos mais estudado e é considerado um mensageiro
critico que propaga sinais intracelulares através de proteinas mediadoras subsequentes na
cascata de sinalizacdo, e estd presente em varios compartimentos celulares, principalmente,
no complexo de Golgi, membrana plasmatica e nidcleo (Figura 5). A sua producdo
localizada € requerida nos processos de exocitose, endocitose, proliferacao, processamento
de RNA mensageiro, transcricdo gé€nica, formacao de adesao focal, traifego de vesiculas, e
remodelamento de actina (Doughman et al., 2003). Nas células hematopoiéticas, o P14,5P,
exerce um papel essencial na sinalizacdo da resposta destas células a certos estimulos,
como, por exemplo, a ativacdo de plaquetas, proliferacdo celular, quimiotaxia e producgdo de
espécies ativas de oxigénio por neutréfilos (Michell et al., 1992). Além disso, complexos de
proteinas soliveis podem se associar com o PI4,5P,, mas a relevincia funcional ainda ndo

foi bem estabelecida (Doughman et al., 2003 ; Halstead et al., 2005; Huang et al., 2011).
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Figura 5 Localizacdo celular do P14,5P2 (Adaptado de Doughman et al., 2003).

A hidrélise do P14,5P, € feita pela fosfolipase C e origina dois importantes segundos
mensageiros, o diacilglicerol (DAG) e o inositol-trifosfato (IP3). O DAG provoca a ativagdo
da proteina quinase C (PKC) e IP3 causa liberacdo intracelular de Ca2+. Subseqiientemente,
o IP3 recicla-se através de desfosforilagdes, originando inositol bifosfato (IP,) e inositol
fosfato (IP), e finalmente inositol, que € o precursor dos fosfoinositéis. Em outra via de
sinalizacdo celular, o PI4,5P, é clivado pela fosfolipase A para gerar o dcido aracddnico,
que € precursor de muitas moléculas de sinalizacdo (McCrea e De Camilli, 2009). Embora
seja essencial em diversos processos celulares, a sua regulacdo fisiolégica ndo é totalmente
compreendida (Hinchliffe et al., 2002; Heck et al., 2007).

As enzimas que produzem o PI4,5P; pertencem a uma familia de lipideo quinases,
as fosfatidilinositol-fosfato quinases (PIPKs), que participam de intimeras vias de

sinalizacdo celular e transdug@o de sinal, cuja atividade foi descoberta por Hokin e Hokin
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em 1964 (Hokin e Hokin, 1964; Doughman et al., 2003) . Somente apds trés décadas,
aproximadamente, as PIPKs foram isoladas de eritrécitos, cérebro, medula da adrenal,
figado, tiredide, baco, além de outras fontes (Bazenet et al, 1990; Carpenter e Cantley,
1990; Divecha et al., 1992; Divecha et al., 1995; Loijens et al, 1996).

Todos os membros desta familia apresentam um dominio quinase ndo conservado
em forma de “loop”, localizada na regido C terminal da proteina, que contém cerca de 20 a
25 residuos de aminodcidos, que determina a preferéncia por um substrato especifico
(Doughman et al., 2003).

As PIPKSs sdo divididas em trés subfamilias conforme a especificidade de sinalizagdo
em: Tipo I (a, Bevy), Tipo Il (a, B e y)e Tipo III. As PIPK Tipo I (PIPKI) a, ey e as PIPK
Tipo II (PIPKII) o, B sdo responsdveis por catalisar a produ¢do do PI4,5P,, através da
fosforilagdo do PI4P na posi¢do 5 do anel de inositol e da fosforilagdo do PISP na posi¢ado 4
do anel de inositol, respectivamente (van den Bout e Divecha, 2009). A PIPKIIy parece ser
inativa, mas, in vitro, exerce alguma atividade catalitica quando associada com a PIPKIla
(Clarke et al., 2010) No entanto, a PIPKI € responsdvel pela produ¢do da maioria do
PI4,5P,, pois a concentracio celular do PI4P € cerca de dez vezes maior do que a PISP (van
den Bout e Divecha, 2009). Além disso, estas subfamilias, in vitro, fosforilam o PI3P na
posicdo 4 do anel de inositol para gerar o PI3,4P,, e na posi¢ao 5 para gerar o PI3,4,3P3. A
familia da PIPK tipo III (PIPKIII) produz outro PI3,5P; através da fosforilagdao da posicao 5
do anel de inositol do PI3P (Zhang et al., 1997; Heck et al., 2007; van den Bout e Divecha,
2009).

As sequéncias transcritas da PIPKIo e PIPKIlg revelam somente 35% de homologia

entre os aminodcidos do dominio quinase, estabelecendo, desta forma, diferencas estruturais
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importantes entre as duas isoformas, indicando que estas enzimas apresentam distintas
funcdes e localizacdes na célula (Loijens e Anderson, 1996). Além disso, estas familias
possuem, ainda, algumas variantes de splicing (Heck et al., 2007).

A PIPKIo € encontrada na membrana plasmatica, complexo de Golgi e nos
agregados de granulos intercromatinicos. A PIPKIB estd localizada na membrana
plasmdtica e em vesiculas presentes na regido perinuclear. A PIPKIy estd localizada,
principalmente, no complexo de adesdo focal. A atividade desta subfamilia € necessdria
para o rearranjo do citoesqueleto de actina, adesdo celular, secre¢do de neurotransmissores,
regulacdo de pequenas proteinas G que agem como sinalizadores (Rac e Rho), endocitose,
exocitose, fagocitose e regulacdo de canais i0nicos (Heck et al., 2007; van den Bout e

Divecha, 2009). A PIPKIIo localiza-se no citosol e, em menor propor¢do, no nucleo. A

PIPKIIB parece estar localizada, predominantemente, no nicleo, mas a sua capacidade de
interagir com o receptor pS5 do fator de necrose tumoral (TNF), modulando sua resposta, e
com o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGF), sugere que esta proteina também
pode ser requerida para atuar no citosol. Além disso, esta isoforma pode ser inativada
quando € fosforilada em resposta ao estresse celular, levando a um aumento de PISP
nuclear. A PIPKIIy localiza-se em um compartimento da endomembrana, que parcialmente
se co-localiza com o complexo de Golgi (Heck et al, 2007). Embora ainda existam
discussdes sobre as funcdes desempenhadas pela PIPKII, hd um consenso que o seu papel
principal € regular o nivel do PISP. O PISP foi descoberto em 1997 como uma fonte de
PI4,5P, em fibroblastos de mamiferos, mas ainda permanece sendo 0 membro menos
caracterizado de toda familia do fosfoinositol, além disso, suas fungdes celulares e o seu

metabolismo sdo ainda pobremente entendidos, e mutagdes nos genes que codificam as
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suas proteinas regulatdrias podem ocasionar vérias doengas, como o cancer, miopatia
miotubular, desordem bipolar, canalopatias, entre outras (Halstead et al., 2005)

Lecompte et al,, em 2008, sugeriram que a geracdao do PISP e a sua remocao possa
ocorrer por diferentes rotas, envolve distintas combinacdes de enzimas, e as ultimas
representantes deste ciclo, que € exclusivo dos metazodrios, sdo a fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato 4-fosfatase e a PIPKII.

Recentemente, alguns estudos revelaram as localizacdes e fungdes das PIPKIL
Bultsma et al. (2010) demonstraram que a PIPKIIP, in vitro, apresenta atividade duas mil
vezes menor do que a PIPKIIa, com a qual pode interagir, in vitro e in vivo, e que a maioria
da atividade enzimdtica desta enzima é possivel somente através desta interacdo. Desta
forma, a PIPKIIf modula a localizagdo nuclear da PIPKIla, e a PIPKIla tem o papel de
regular a fungdo da PIPKIIPB. A superexpressdo das duas PIPKs, realizada pelo mesmo
grupo de pesquisadores, promoveu o aumento da concentragdo da PIPKIla no nucleo,
sugerindo que, em alguns tipos celulares, o aumento da expressio da PIPKIIf poderia
promover um aumento na concentragdo de PIPKIla no nucleo. Este aumento promoveria a
formagdo do complexo PIPKIIa-PIPKIIP, tornaria a PIPKIIP ativa, o que poderia regular a
sua atividade catalitica. Wang et al, em 2010, investigando a localizacdo nuclear das
PIPKIIa e PIPKIIB sugeriram que 95% PIPKIIPB esta presente no nicleo, e que a PIPKIla
estd distribuida 60% no citoplasma e 40% no nucleo. Além disso, este estudo demonstrou
que a interacdo entre as duas PIPKs é mais prevalente no nicleo, e que uma das formas de
migracdo da PIPKIla do citoplasma para o ntcleo ¢ consequéncia da sua interagdo com a
PIPKIIB.

A PIPKIII € encontrada basicamente na parte interna da membrana e estd envolvida

na manutencdo da integridade das vesiculas celulares (Heck et al., 2007).
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1.4) As PIPKSs, os Fosfoinositideos e as suas Func¢oes no Niicleo.

A presenca de fosfoinositdis e das enzimas responsaveis pelo seus metabolismos, no
nucleo de eucariotos ja sdo conhecidas ha algumas décadas (Divecha et al., 1993). Os
fosfoinositéis nucleares estdao localizados, principalmente, na parte interna do envelope
nuclear e também em outros locais como nos corpos de Cajal, nucléolo, matriz nuclear e
cromatina. Além disto, este pool nuclear € independente do pool citosélico, e possui a
funcdo de regular diversos eventos como a diferenciagio, proliferacdo, progressio do ciclo
celular, apoptose, regulacdo da expressao gé€nica, processamento do pré-RNA mensageiro
(mRNA) e exportacdo do mRNA para o citoplasma (Doughman et al., 2003; Bunce et al,
2008; Barlow et al., 2010). Algumas PIPKs, como as PIPKIa, PIPKIy, PIPKIla e PIPKIIS,
estdo localizadas no nicleo e no citoplasma. A PIPKIIB, em situagdes de estresse celular,
parece regular os niveis de PISP nuclear ativando a p38 MAP quinase, que através da
fosforilacio de dois residuos de serina da PIPKIIp causa a sua inibicdo e,
consequentemente, aumenta o pool de PISP (Jones et al., 2006).

A presenca de PIPKs tipo I e tipo II no nicleo sugere que diferentes pools de
P14,5P; sdo gerados e podem regular distintas fun¢des. Estas enzimas sdo direcionadas para
estruturas nucleares denominadas agregados de granulos intercromatinicos, que sdo ricas
em ribonucleoproteinas nucleares pequenas, fatores auxiliares de splicing de mRNA e
formas hiperfosforiladas de RNA polimerase II. No entanto, os mecanismos pelo qual elas

diretamente regulam vdrios eventos nucleares permanecem, ainda, desconhecidos

(Boronenkov et al., 1998; Barlow et al., 2010).

30



1.5) As PIPKSs, o P14,5P, e as Células Hematopoiéticas.

A purificacdo e caracterizacdo das PIPKs Tipo I e II da membrana de plaquetas
humanas foram realizadas por Suzuki et al., em 1991 (Suzuki et al, 1991). A clonageme
sequenciamento da isoforma PIPKII y foram realizadas por Divecha et al, em 1995
(Divecha et al., 1995). Em 1996, Hinchliffe et al. detectaram a presenga do PI4,5P, em
fracdes de citoesqueleto de plaquetas lisadas por detergente. Este estudo demonstrou,
também, que este pool aumenta em resposta a sinalizacdo mediada por integrinas em
eventos associados a agregacio plaquetdria (Hinchliffe et al., 1996). As PIPKs Tipo I e II
contribuem para a producao de granulos a plaquetarios. No entanto, a PIPK Tipo I ¢ mais
abundante nas plaquetas, e o seu substrato, o PISP, tem seus niveis aumentados apds a
estimulacdo de plaquetas pela trombina (Rozenvayn e Flaumenhaft, 2001). Experimentos
de silenciamento génico da PIPKIIa em megacaridcitos realizados por Schulze et al., em
2006, demonstraram que houve efeitos prejudiciais no sistema de demarcacdo de membrana
(SDM) e na expansdo do tamanho celular, sugerindo que a PI4,5P, tem, também, a fungdo
de facilitar o desenvolvimento do SDM e organizar os filamentos de actina na biog€nese
das plaquetas.

A clivagem do PI4,5P, € necessaria para ativar a sinalizacdo dos leucdcitos
polimorfonucleares quando em contato com substancias quimioatraentes e para direcionar a
migracdo destas células. No entanto, este mecanismo, ainda ndo € totalmente
compreendido. Pike e Arndt, em 1988, foram os primeiros a identificar a presenca da PIPK
em neutrofilos (Pike e Arndt, 1988). Estas células, quando estimuladas por um fator

quimiotaxico, adquirem rapidamente a forma polarizada. Esta conformagdo decorre do

aparecimento de ondas de contracdo equatorial, perpendiculares ao eixo de polarizagao,
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iniciadas pela interacdo da substincia quimiotidxica com o seu receptor, na superficie do
neutréfilo. Lacalle et al., realizando experimentos de silenciamento génico da PIPKIp,
observaram a inibicdo da polarizacdo e, consequentemente, prejuizo no direcionamento da
quimiotaxia de células dHL60 (células de leucemia promielocitica diferenciadas) (Lacalle
etal, 2007). Adicionalmente, este mesmo estudo, verificou um efeito positivo na regulacio
da quimiotaxia dos neutr6filos quando o gene da PIPKIP foi superexpresso.

Durante o processo inflamatorio, as integrinas desempenham o papel de promover a
firme adesdo dos neutréfilos as células endoteliais. Recentemente, Xu et al. demonstraram
que a deficiéncia da PIPKIy prejudica o recrutamento de neutr6filos por ocasionar um
defeito no mecanismo de adesdo. Este estudo sugeriu que a PIPKIy regula o processo de
adesdo, facilitando a ativagdo da RhoA GTPase e das integrinas pelos quimioatraentes (Xu
et al, 2010). Embora o papel da PIPK Tipo I na sinalizacdo dos neutr6filos tenha sido
avaliado em algumas pesquisas, ainda nao ha trabalhos sobre as funcdes da PIPK Tipo II
nestas células.

Alguns estudos caracterizaram as PIPKs na membrana de eritrocitos humanos
permitindo que muitas das suas propriedades bioquimicas fossem elucidadas. Em 1989,
Ling et al. purificaram uma proteina com 53 kDa que tinha atividade de PIPK (Ling et al,,
1989). Em 1990, Bazenet et al. caracterizaram a PIPK tipo I, com um peso molecular de 68
kDa, na membrana, e a PIPK tipo II, com 53 kDa, no citosol. Este estudo demonstrou,
também, que a PIPK Tipo II estd presente em grandes quantidades em células provenientes
da medula 6ssea, podendo influenciar, através da producdo de PI4,5P,, as células
precursoras eritroides (Bazenet et al., 1990). A primeira PIPK a ser clonada dos eritrcitos
foi a PIPKIIa (Boronenkov e Anderson, 1995). AKm disso, Clarke et al, em 2008,

investigando as localizagdes dos subtipos da PIPK Tipo Il em varios tecidos, demonstraram
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que a PIPKIla € a isoforma mais abundante no bago, que é um sitio de sintese de linfécitos
B e T, eritr6citos e plaquetas, refletindo, provavelmente, o papel desta isoenzima na
hematopoiese (Clarke et al, 2008). Wenning et al.,, em um estudo recentemente realizado
no nosso laboratdrio, analisaram a expressdao génica diferencial em reticulocitos de dois

irmios com Doenca de Hemoglobina (Hb) H (gen6tipo -¢>*'/--54

), em que somente um
dos genes a globina no genoma dipldide permanece ativo, resultando em anemia hemolitica
crOnica, que pode ser agravada por infeccoes, febre, ingestdo de drogas oxidantes e gravidez
(Chuiet al, 2003). A Hb H € instdvel e precipita nas hemacias com o envelhecimento, lesando
a membrana celular e levando a remocdo precoce dos eritrécitos da circulacio. A doenca
manifesta-se com um quadro clinico que guarda relacio com a quantidade de Hb H produzida.
Formas nédo delecionais de talassemia a correspondem a niveis de Hb H mais elevados do que
aqueles resultantes da interacdo de delecdes porque, neste Ultimo caso, hi um aumento
compensatorio na expressdo do gene o remanescente. Os irmdos analisados neste estudo, um
deles do sexo masculino e o outro do sexo feminino, de origem €tnica mista (pai chinés e
mae afro-descendente), apresentavam a delecdo -03.7, que envolve a regido 3' do gene aze 5'
do gene a1, resultando em um unico gene a hibrido (a2-a1), e a delecio -->**, que remove
ambos os genes oo do mesmo cromossomo (Higgs, 1993). Os niveis de Hb H, ao diagnéstico,
eram de 18,7 e 5,0%, respectivamente (Tabela 1) (Wenning et al, 2009). Utilizando as
técnicas de Differential Display Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction
(DDRT-PCR) (Liang e Pardee, 1992) e de Subtractive Supression Hybridization (SSH)
(Diatchenko et al., 1996), dois dos transcritos diferencialmente expressos foram
selecionados, correspondentes aos genes da enzima PIPKIIa e da globina B, de forma que a

maior expressdo de PIPKIIa foi observada em reticuldcitos do paciente com maior

quantidade de Hb H em sangue periférico (maior expressio dos genes 3). Os dados obtidos
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nesta pesquisa sugerem que a proporcio mais elevada de Hb andmala deve-se,
provavelmente, a uma taxa maior de transcricdo do gene da globina B, e que, de alguma
forma, sua expressdo foi influenciada pela enzima PIPKIla. Adicionalmente, Wenning et
al. avaliaram as taxas de expressdo do gene PIPKIla em reticuldcitos de dois outros irmaos
com Doenca de Hb H através da técnica de PCR em tempo real, um com 5% e o outro com
12,4% de Hb H, e de trés pacientes com Talassemia 3 intermedidria (dados ndo
publicados). Novamente, o gene da PIPKIla apresentou-se mais expresso nos pacientes
com Doenga da Hb H, sendo a taxa de expressdo do paciente com o maior nivel de Hb H a
mais elevada. Ja nos pacientes com talassemia P, a expressdo desse gene encontrou-se
diminuida, refor¢ando a hipotese de relagdo entre os genes PIPKIla e da globina .

Anéilises realizadas dos perfis de expressdo dos genes das PIPKs e das globinas (a,
B, v) durante a diferenciagdo eritroide humana em cultura de células CD34+, demonstraram
que a expressdo do gene PIPKIl¢, bem como os demais genes das subfamilias das PIPKs,
aumentou a medida que as células se tornaram mais diferenciadas, coincidindo com os

perfis de expressao dos genes de globinas (Zaccariotto, 2009).

Tabela 1 Dados dos pacientes com Doenga da Hb H estudados por Wenning et al. (2009).

Paciente do sexo masculino Paciente do sexo feminino

GV (106/p1) 4,45 4,55
Hb (g/d1) 9.4 7.6
Ht (%) 35,5 26,5
VCM (f1) 79,8 58,2
HCM (pg) 21,1 16,7
RDW — CV (%) 20,2 28,1
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RET (%) 3,9

Perfil Hb HbA2 +HbA+Hb H
HbA2 (%) 1,23

HbF (%) 1,53

Hb H (%) 18,7
Genétipo -03,7/--SEA

1,87
HbA2 +HbA+Hb H (+Hb Bart’s)
1,27
1,74
5,0

-a3,7/--SEA

A expressao do gene PIPKIla, localizado no cromossomo 10p12, ainda ndo havia

sido previamente detectada em reticuldcitos e, também, durante a diferenciacao eritroide de

células CD34+. No entanto, o papel das PIPKs nas hemoglobinopatias e anemias

hemoliticas ainda nao estd definido (Wenning, 2007; Wenning et al., 2009).

Ha poucos estudos na literatura que buscaram elucidar o papel das PIPKs nas células

hematopoiéticas e, também, a sua relacdo com a expressao dos genes de globinas. A principal

proposta do presente estudo foi, através da técnica de RNA de interferéncia (RN Ai), silenciar

o gene da enzima PIPKIlo em células de linhagem eritroleucémica humana (K562),

analisando posteriormente o fen6tipo celular resultante, com énfase no grau de expressido dos

genes das globinas a e .
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2. OBJETIVOS



O presente trabalho teve como objetivos principais induzir o silenciamento
estdvel do gene da PIPKIIa em células K562 e avaliar os efeitos na proliferagao, ciclo
celular, apoptose, ¢ na expressdo dos genes das globinas a e y. Adicionalmente,
caracterizar a expressao génica e protéica da PIPKIla em células de linhagens de
leucemias mieloides agudas humanas (K562, KG1, NB4, HL60 e P39), determinar a
localizacdo celular da PIPKIIa em células hematopoiéticas (K562, NB4 e HL60) e
avaliar a expressdo génica durante as diferenciacOes eritroide e megacariocitica das

células K562, e durante a diferenciacdo granulocitica das células NB4.
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Abstract

Characterized for the first time in erythrocytes, phosphatidylinositol phosphate
kinases (PIP kinases) belong to a family of enzymes that generate various lipid messengers
and participate in several cellular processes, including gene expression. Recently, the
PIPKIIa gene was found to be expressed differentially in reticulocytes from two siblings
with hemoglobin (Hb) H disease, suggesting a possible relationship between PIPKIla and
the production of globins. Here, we investigated PIPKIIa gene and protein expression,
protein localization in hematopoietic-derived cells during their differentiation and the
effects of PIPKIla silencing on K562 cells. PIPKIla silencing resulted in an increase in o
and y globins and a decrease in the proliferation of K562 cells without affecting cell cycle
progression and apoptosis. In conclusion, using a cell line model, we demonstrated that
PIPKIIa is widely expressed in hematopoietic-derived cells, is localized in their cytoplasm
and nucleus and is upregulated during erythroid differentiation. We also showed that
PIPKIIa silencing can induce a and y globin expression and decrease cell proliferation in

K562 cells.

Keywords: PIPKII alpha, globins, K562 cell, hematopoiesis, proliferation
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Introduction

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PI4,5P,) is a second messenger that
regulates several cell processes, including cytoskeleton dynamics, vesicle trafficking, focal
adhesion, migration, proliferation, survival and gene transcription[1]. P14,5P, also plays an
essential role in signaling responses of many hematopoietic cells to stimuli such as platelet
activation, cell proliferation and chemotaxis[2]. The major regulators of PI4,5P,-mediated
events are PIP kinases, which in turn are involved in PI4,5P, synthesis[1]. PIP kinases are
divided into three subfamilies: PIPKI, PIPKII and PIPKIII, according to substrate
specificity and signaling functions[3]. PIPKI and PIPKII produce P14,5P; by catalyzing the
phosphorylation of phosphatidylinositol-4-phosphate (PI4P) and phosphatidylinositol-5-
phosphate (PISP), respectively. In mammalian cells, three isoforms of PIPKI and PIPKII
subfamilies encoded by distinct genes are found (o, B and y)[3]. PIPKI isoforms participate
in several cellular processes, including adhesion and vesicular trafficking, and are found in
the plasma membrane, focal adhesions, Golgi apparatus and nucleus. PIPKII isoforms have
been found in the cytosol, nucleus and endoplasmatic reticulum, but in contrast to PIPKI
isoforms, little is known about their physiological functions[3-5].

PIP kinases were characterized in human erythrocyte membranes, allowing several
biochemical properties of this enzyme family to be elucidated[6]. Ling et al. (1989)
identified a protein with 53 KDa that had PIP kinase activity. Their findings indicated that
this 53 kDa protein could be the major PIP kinase in human erythrocyte membranes[6].
Hinchliffe et al. (1996) showed that the cytoskeletal fractions of detergent-lysed platelets
contain a pool of PtdInsP2 that increases in response to integrin- mediated signaling, with a
consequent marked increase in PIP kinase activity in cytoskeletal-linked events associated

with platelet aggregation[7].
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In a recent study by Wenning et al (2009), the PIPKIlo. gene (also known as
PIP4K2A, PISP4KA; PIP5SK2A; FLJ13267; PIP5KIIA and PIP5KIla) was differentially
expressed in reticulocytes from two siblings with hemoglobin (Hb) H disease who had the

same genotype (-a>'/--554

). Expression of both the PIPKIlo and S-globin genes was higher
in the patient with the higher Hb H level, suggesting a possible relationship between
PIPKIIa and the production of globins[8], corroborating findings that PIPKII isoforms have
nuclear functions, such as regulation of gene expression, pre-mRNA processing and mRNA
export. Thus, PIPKIla signaling could be involved in the regulation of globin gene
expression[3, 9-11].

Although PIP kinases were characterized in erythrocytes[S5, 12-14], studies have
shown the presence and activity of PIPKIIa in platelets[15, 16], and recent findings suggest
that PIPKIIa may be involved in the regulation of globin expression[8]. To date little effort
has been directed towards understanding the role of PIPKIIa in hematopoiesis. The aim of
this study was therefore to characterize PIPKIla expression and localization in
hematopoietic-derived cells during erythroid, megakaryocytic and granulocytic

differentiation in cell line models and to use RNA interference to investigate the effects of

PIPKIla silencing on a and y globin expression, cell proliferation, cell cycle and apoptosis

in K562 cells.
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Materials and methods

Cell culture and reagent chemicals

A panel of human myeloid hematopoietic cell lines which included the K562, KGl,
NB4 and HL60 cell lines was used. All cell lines were obtained from ATCC (Philadelphia,
PA, USA). Cells were cultured in RPMI containing 10% fetal bovine serum,
penicillin/streptomycin and amphotericin B and were maintained at 37°C, 5% CO». The
P39 cell line was kindly provided by Prof. Eva Hellstrom-Lindberg (Department of
Medicine, Division of Hematology, Karolinska University Hospital-Huddinge, Karolinska
Institute, Stockholm, Sweden). Imatinib mesylate was kindly provided by Novartis
(Novartis Pharmaceuticals, Basel, Switzerland). Puromycin was obtained by Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA). Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA), hemin (HE) and
hydroxyurea (HU) were supplied by Sigma (St. Louis, MO, USA). All-trans retinoic acid

(ATRA) was supplied by Roche (Basel, Switzerland).

Quantitative PCR (qPCR) analysis

Total RNA was extracted from cells using the commercial kits RNeasy Mini and
RNeasy Micro (Qiagen, GmbH, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s
instructions. RNA integrity was assessed by electrophoresis on a 1 % agarose gel. One
microgram of RNA was subjected to DNAse I treatment (Invitrogen, Life Technologies,
USA) and used to synthesize cDNA with SuperScript III'™ Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Life Technologies, USA) according to the manufacturer’s instructions. The
NanoDrop ND1000 spectrophotometer was used to quantify RNA from the samples

(NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, USA). PIPKlla, a-globin and y-globin
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expression was determined with the SYBR Green system (Invitrogen, Life Technologies,
USA) and the StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems, USA) according
to the manufacturer's instructions, using specific forward (Fw) and reverse (Rv) primers.
Primer sequences and concentrations are described in Table 1. GAPDH and f-actin were
used as endogenous controls. Relative quantification was determined according to the 2~
AACT equation [17]. A negative control (no template) was included for each primer pair. The

dissociation protocol was performed at the end of each run to check for non-specific

amplifications. Two replicates were run on the same plate for each sample.

Western Blot

Equal amounts of total cell extract proteins were separated by SDS-PAGE, and
Western blot analysis with the indicated antibodies was carried out using the ECL™
Western Blotting Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech
Ltd., Buckinghamshire, UK) as previously described [18]. The polyclonal antibodies
against PIPKIla (sc-100406), a-globin (sc-31109), y-globin (sc-21756) and actin (sc-1616)
were from Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Blots were stripped and

reprobed as necessary.

Confocal immunofluorescence microscopy

Confocal imaging was carried out using primary antibodies against PIPKIIa (diluted
1:100). Briefly, 2x10° cells were plated on coverslips previously treated with poly-L-lysine.
Cells were fixed in 4% paraformaldehyde-PBS for 20 min and then permeabilized with

0.5% Triton-X-100 in PBS for 10 min. The cells were blocked with 3% skimmed milk-PBS
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and then incubated with the indicated primary (overnight, 4 °C) and secondary (1 h, room
temperature) antibodies. Finally, coverslips were mounted on slides using the ProLong
Gold® antifade reagent and the cells were analyzed by confocal laser scanning in a Zeiss
LSM 780-NLO (Carl Zeiss AG, Germany). Cells incubated with the secondary antibody

only were used as a negative control.

Cell differentiation and surface marker analysis

K562 cells were induced to undergo megakaryocytic and erythroid differentiation.
For the former, the cells were treated with 20nM of PMA for 4 days[19] and differentiation
was assessed based on morphology and CD61 expression. For the latter, they were treated
with 50uM of hemin (HE) and 100 uM hydroxyurea (HU) for 4 days and evaluated by
benzidine staining as previously described [20]. NB4 cells were induced to undergo
granulocytic differentiation with 10° M ATRA for 4 days and evaluated by morphologic

analysis and CD11b expression [21].

Generation of PIPKIIa-knockdown cells

To generate PIPKIlo-knockdown K562 cells, small hairpin-type RNAIi
oligonucleotide specific for PIPKIla (sc-39139-SH, shPIPKIla) or control (sc-108060,
shControl) were used (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). The vectors were
transfected into K562 cells by electroporation using a BTX electroporator (BTX, San
Diego, CA). shPIPKIlo or shControl cells were selected by treatment with 2 pg/mL of
puromycin for 28 days before the experiments. Cells that were only electroporated

(Control) were also used in the experiments.
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Methylthiazoletetrazolium (MTT) assay

Cell proliferation was determined by MTT assay. Briefly, after 12h of serum
starvation, 5x10* Control or shPIPKIIa cells per well were plated in a 96-well plate in
RMPI supplemented with 10% FBS in the presence or absence of two different
concentrations of imatinib mesylate (0.5 or 1 uM) for 48h. After incubation, 10 pL ofa 5
mg/mL solution of MTT was added to the wells and incubated at 37°C for 4 h. The reaction
was stopped by using 100 pL. of 0.1 N HCI in anhydrous isopropanol. Cell growth was
evaluated by measuring the absorbance at 570 nM using an automated plate reader. All

conditions were tested in six replicates.

Cell cycle analysis

Cells were fixed in 70% ethanol for at least 2h at 4°C and stained with 20 ug/mL
propidium iodide (PI) containing 10ug/mL Rnase A for 30 min at room temperature.
Fluorescence analysis was carried out with a FACSCalibur (Becton-Dickinson, CA, USA).
The resulting DNA distributions were analyzed by Modifit (Verify Software House Inc.

Topsham, ME, US A) for the proportions of cells in each phase of the cell cycle.

Apoptosis assay

Apoptosis was assessed using the Annexin-V binding assay. Control or shPIPKIla
cells were seeded on 12-well plates and either treated or not with different concentrations of
imatinib mesylate (0.5 or 1 pM) for 48h. They were then washed twice with ice cold PBS
and resuspended in binding buffer containing 1 pg/mL PI and 1pg/mL Annexin-V-FITC.

After 15 minutes of incubation at room temperature in a light-protected area, all samples
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were analyzed on a FACSCalibur flow cytometer. Ten thousand events were acquired for

each sample.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using GraphPad Instat 3 (GraphPad Software,
Inc., San. Diego, CA, USA) and SAS software for Windows (SAS version 9.1.3., SAS
Institute, Inc., Cary, NC). Data were expressed as the mean + standard deviation (SD). For
comparisons, an appropriate Student’s z-test or Mann-Whitney test was used. The level of

significance was set at P<0.05.
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Results

PIPKIIa is widely expressed in hematopoietic-derived cells

Quantitative PCR and Western blot were used to examine PIPKIIa expression in
hematopoietic-derived cells (K562, KG1, NB4, HL60 and P39). qPCR analysis showed that
PIPKIIa was expressed in all the hematopoietic-derived cell lines analyzed and that there is
a slight increase in the gene expression of PIPKIla in K562 compared with the other cell
lines (Figure 1A). Western blot analysis showed that the protein expression levels of
PIPKIIa in K562, KGI1 and NB4 cells were close (Figure 1B). Additionally, we determined
the cellular localization of PIPKIIa in hematopoietic cells. Confocal analysis revealed that
PIPKIIa is localized in the cytoplasm and nucleus of hematopoietic-derived cells (K562,

HL60 and NB4; Figure 1C).

PIPKIla is wupregulated during erythroid differentiation, but not during
megakaryocytic and granulocytic differentiation

To address the expression of PIPKIIa in hematopoietic cells during differentiation,
we used cell line models for erythroid, megakaryocytic and granulocytic differentiation.
For this, erythroid differentiation was induced in K562 cells by combining HE and HU
treatments, which resulted in more than 70% benzidine-positive cells (Figure 2A). After
PMA treatment, K562 cells exhibited megakaryocytic morphology (Figure 2B) and more
than 70% CD61-positive cells (data not shown). Similarly, after ATRA treatment NB4 cells
exhibited a granulocytic morphology (Figure 2C) and more than 90% were CD11b-positive
(data not shown). Interestingly, qPCR analysis revealed a significant increase in PIPKIla in

differentiated erythrocytes compared with undifferentiated control cells (P=0.01) (Figure
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2D), and no differences were observed in differentiated megakaryocytes (Figure 2E) or
granulocytes (Figure 2F) compared with the respective undifferentiated controls. These

findings suggest that PIPKIla is involved specifically in erythroid differentiation.

Efficient silencing of PIPKIIa expression in K562 cells after shRNA transfection

K562 cells were used to examine the effects of PIPKIIa silencing in hematopoietic
cells. After selection with puromycin, mRNA and protein levels of PIPKIla were
determined by qPCR and Western Blot. A significant reduction in PIPKIIo mRNA levels
(79+8%) was observed in shPIPKIla compared with shControl or Control cells (Figure

3A). Western blot analysis corroborated these findings (Figure 3B).

PIPKIIa silencing induces a-globin and y-globin expression

Since PIPKIlo expression was differentially expressed in reticulocytes from two
siblings with Hb H disease and is possibly correlated with production of globins[8], and as
our data showed an increase in PIPKIla during erythroid differentiation, we investigated
the effects of PIPKIla knockdown on a-globin and y-globin expression. Interestingly,
gPCR analysis showed a significant increase in a-globin expression in shPIPKIIa cells
compared with shControl or Control cells (P<0.05) (Figure 4A). A significant but
borderline increase in y-globin was observed in shPIPKIIo compared with the shControl
cells (P=0.05); however, compared with the Control cells this increase was statistically
significant (P<0.05) (Figure 4B). These findings were corroborated by Western blot

analysis (Figure 4C).
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Knockdown of PIPKIIa results in a slight decrease in proliferation without affecting
cell cycle and apoptosis

Finally, we checked the role of PIPKIlo in cell proliferation, cell cycle and
apoptosis in K562 cells. After 48 h of culture, proliferation was reduced in shPIPKIIa cells
compared with Control cells (inhibition rate = 10£1.5%; P=0.02) (Figure 5). Imatinib
treatment was used as a control and, as expected, reduced cell proliferation. In contrast, no
changes were observed in the proportion of cells in each cell cycle phase between the
shPIPKIla and Control cells (Table 2). Additionally, as expected, imatinib treatment
induced apoptosis in K562 cells, as observed by an increase in Annexin-V positive cells,
but again no difference was observed between the shPIPKIIa and Control cells (Figure 6).
These data suggest that shPIPKIla plays a specific role in mechanisms involved in the

proliferation of K562 cells.
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Discussion

The development of mature blood cells of distinct lineages from hematopoietic stem
cells involves a restricted differentiation potential and the establishment of lineage-specific
gene expression profiles and is the result of coordinated control of developmental
decisions, survival and proliferation by transcription factors that modulate the expression of
their target genes[22, 23]. However, to date the precise mechanisms of this regulation have
not been well-defined.

Here, we characterized PIPKIla expression in hematopoietic cells during their
differentiation and analyzed the effects of PIPKIIa silencing on K562 cells. Our results
show that PIPKIIa is widely expressed in hematopoietic-derived cells, is localized in the
cytoplasm and nucleus and is upregulated during erythroid differentiation of K562 cells.
PIPKIIa silencing resulted in an increase in the expression of a and y globins and a slight
decrease in cell proliferation in K562 cells without any effect on the modulation of cell
cycle progression and apoptosis. Studies of PIPKIla have rarely addressed hematopoiesis,
and a previous study correlated the higher mRN A levels of PIPKIla with an increase in -
globin expression in a patient with high levels of Hb H [8]. It has been demonstrated that
PIPKIIs are present in the nucleus of normal adherent and solid tumor cell lines [4, 10, 24].
In agreement with these findings, our confocal analysis showed the presence of PIPKIla in
the nucleus of hematopoietic cells. Nuclear localization has been correlated with pre-
mRNA processing [10]; thus, PIPKs may regulate gene expression. In our study, an
increase in o and y globins was observed in PIPKIla- silenced cells. Interestingly, PIPKIIa
expression was significantly increased only in erythroid differentiation and not in

megakaryocytic or granulocytic differentiation in cell line models. These data support the
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hypothesis that PIPKIla signaling is involved in the regulation of globin expression and in
human erythropoiesis.

The role of PIP kinases in cell proliferation has been reported. Luoh et al. (2004)
showed that overexpression of PIPKIIB in breast cancer cells leads to morphological
changes and enhances cell proliferation[25]. Our findings suggest that PIPKIlo. may also be
involved in cell proliferation as PIPKIlo knockdown resulted in a decrease in cell
proliferation, although no differences were observed in cell cycle progression and apoptosis
between PIPKIIo knockdown and control cells. However, knockout mice for PIPKIIa do
not have obvious phenotype aberrations[26], indicating that PIPKII isoforms may have
redundant functions. The association between PIPKIla and B in vitro and in vivo has been
described in HEK293 cells, and this interaction is predominant in the nucleus; the same
study showed that PIPKIIo has much greater activity than PIPKIIP, and PIPKIIP is
responsible for modulating the cellular localization of PIPKIIa [24]. Another study found
an association between PIPKIIa and B in DT40 cells[27]. Taken together, these findings
indicate the occurrence of heterodimers between PIPKII isoforms that regulate the activity,
localization, and possibly different signaling targets.

In summary, our study has shown that PIPKIIa is expressed and localized in the
cytoplasm and nucleus in hematopoietic cells and is upregulated during erythroid
differentiation. PIPKIIa silencing modulates expression of globins and cell proliferation.
Further studies are necessary to elucidate the involvement of PIPKs in normal and defective

hematopoietic processes and the signaling pathway used.
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Table 1. Primer sequences and concentration

Gene Sequence Concentration

FW:5’-CCACCGTTTGTCTGTGTATAGGA-3’
PIPKIle RV:5’-TTCAGAGTTGGCAGTTCTTTGG-3’ 300 M

a-olobin FW:5'-GGCGAGTATGGTGCGGAG-3' 150 oM
& RV:5'- TGCGGGAAGTAGGTCTTGGT-3'

obi FW:5-TGTGGAAGATGC TGGAGGAGA-3' 150 1M
7-gtobin RV:5- CAAAGAACCTCTGGGTCCATG-3'

FW: 5-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3'
GAPDH RV: 5'- CCACTTGATTTTGGAGGGATCT-3 " 300 oM

B-actin FW:5-AGGCCAACCGCGAGAAG-3' 300 nM
RV:5'- ACAGCCTGGATAGCAACGTACA

Table 2. Effect of PIPKIla silencing on the cell cycle phases of K562 cells

Cell cycle phase (%)

K562 cell
Go/G S G,M
Control 4842 46+2 6+1
shPIPKIla 4347 48+4 9+4

Cell cycle phases detected by flow cytometry. Results are expressed as the percentage of

total cells. Three independent experiments were performed and the mean + SD are shown.
P=0.474
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Figure 1. PIPKIlo is widely expressed in hematopoietic-derived cells. (A) Quantitative
expression of PIPKIlo in hematopoietic-derived cell lines. mRNA expression levels of
PIPKIlo were normalized with an endogenous control (GAPDH). Results were analyzed
using 2 ACT Calibrator sample: K562 cells. Experiments were performed in triplicate. (B)
Western blot analysis of extracts of hematopoietic cell lines. The membrane was blotted
with antibodies against PIPKIIa (53 kDa) or actin (42 kDa), which was used as a loading
control, and developed with the ECL Western Blotting Analysis System. The
hematopoietic-derived cell lines are indicated in the figure. (C) Confocal micrographs of
K562, NB4 and HL60 cell lines displaying PIPKIla (red) and DAPI (green) staining;
MERGE shows the overlapped images.
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Figure 2. (A) Phase contrast images of K562 cells stained with benzidine (dark cells) that
did and did not undergo erythroid differentiation after 4 days of HE+HU treatment. (B)
Phase contrast images of K562 cells that did and did not undergo megakaryocytic
differentiation after 4 days of PMA treatment. (C) Rosenfeld-stained cytospin preparation
of NB4 cells that did and did not undergo granulocytic differentiation after 4 days of ATRA
treatment. qPCR analysis of PIPKIIoo mRNA expression in differentiated erythrocytes (D),
differentiated megakaryocytes (E) and differentiated granulocytes and their respective
undifferentiated cells (F). mRNA expression levels of P/IPKIlo. were normalized with an
endogenous control (GAPDH). Results were analyzed using 27T and are expressed as a
fold change relative to the calibrator sample (undifferentiated cells). Bars indicate
mean+SD of three independent experiments. P value are indicates in the figure ; Student’s t-
test.
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Figure 3. Transfection of vector containing shRNA targeting PIPKIla effectively
silenced PIPKIla in K562 cells. (A) Quantitative expression of P/IPKIlloo mRNA in
shPIPKIIa and shControl cells relative to the Control cells. mRNA expression levels of
PIPKIIa were normalized with the endo genous controls GAPDH and f-actin. Results were
analyzed using 27!, Experiments were performed in triplicate. Bars indicate mean+SD
of five independent experiments; (B) Western blot analysis of Control, shControl and
shPIPKIIa cell extracts. The membrane was blotted with antibodies against PIPKIla
(53 kDa) or actin (42 kDa), which was used as a loading control, and developed with the
ECL Western Blotting Analysis System. P values are indicates in the figure.
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Figure 4. PIPKIla silencing induces a-globin and y-globin expression. Quantitative
expression of a-globin (A) and y-globin (B) mRNA in Control and shPIPKIla cells relative
to shControl cells. mRNA expression levels of a-globin and y-globin were normalized with
the endogenous controls GAPDH and f-actin. Results were analyzed using 2 AACT
Experiments were performed in triplicate. Bars indicate meantSD of five independent
experiments. Western blot analysis of Control, shControl and shPIPKIla cell extracts. The
membrane was blotted with antibodies against a-globin (15 kDa) (C), y-globin (17 kDa)
(D) or actin (42 kDa), which was used as a loading control, and developed with the ECL
Western Blotting Analysis System. P values are indicates in the figure.
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Figure 5. PIPKIla silencing results in a slight decrease in proliferation. Cell
proliferation was determined by MTT assay after 48 hours of incubation of shPIPKIIa or
Control cells with or without imatinib mesylate (0.5 or 1 uM). Untreated Control cells
were used as reference. Results are shown as meantSD of six replicates and are
representative of four independent experiments. P=0.02; Mann-Whitney test.
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Figure 6. Knockdown of PIPKIla does not affect apoptosis in K562 cells. Apoptosis
was determined by flow cytometry in the Control and shPIPKIIa cells with or without
imatinib mesylate (0.5 or 1 uM) for 48 hours, using the Annexin- V/PI staining method.
Figures indicate the percentage of annexin-V positive cells. Bars represent the meantSD of
three independent experiments.
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4. DISCUSSAO



O processo hematopoiético corresponde a um desenvolvimento hierdrquico
organizado iniciado pelas células-tronco hematopoiéticas. Essas células apresentam a
capacidade de se diferenciar, gradualmente e progressivamente, nas diferentes linhagens
hematopoiéticas, o que resultard em células sanguineas diferenciadas. Este processo
necessita ser regulado por efeitos do microambiente, pela atuacdo de fatores de crescimento
que promovem a sobrevivéncia, proliferacao e diferenciacdo das células progenitoras, e por
fatores nucleares que regulam a transcricao de todos os genes envolvidos (Ferreira et al.,
2005; Stachura et al., 2006). O mecanismo pelo quais os genes dos mamiferos sdo ativados
e regulados durante a diferenciacdo e desenvolvimento celular ainda ndo é bem
compreendido, mas € evidente a importancia da interagdo de elementos “cis” (promotores,
estimuladores e silenciadores) com fatores “trams-acting” (coativadores, adaptadores,
modificadores de cromatina e fatores transcricionais), que conjuntamente provocam
mudangas no padrdo de expressdo g€nica e estdo associados a modificacdes nos fatores
epigenéticos (metilacdo, replicacdo e acetilacio das histonas) (Higgs, 2004). A recente
descoberta de mutacdes alterando fatores “trans acting”, o entendimento de como os genes
da globina a e B s3o normalmente regulados durante a hematopoiese, ¢ ainda, andlises de
mutacoes hereditdrias e adquiridas, podem ajudar a entender a heterogeneidade clinica das
hemoglobinopatias, incluindo as talassemias a (Higgs, 2004). Os mecanismos regulatorios
envolvidos na transformacio de células-tronco hematopoi€ticas em células maduras ainda
ndo sdo totalmente compreendidos. As PIPKs pertencem a uma familia de enzimas lipidio
quinases que geram vdarios mensageiros lipidicos, incluindo um importante segundo
mensageiro denominado PI4,5P, que regula diversas atividades celulares, como a
modulagado do citoesqueleto de actina, o transporte de vesiculas, a formagao de adesdo focal

e diversos eventos nucleares. Na década de 90 estas enzimas foram isoladas de varios

65



tecidos e células, incluindo cérebro, medula da adrenal, figado e eritrécitos. Existem
evidéncias que a fosforilacdo de proteinas exerce um efeito na maturacdo dos eritrocitos e
na manutencdo do seu formato discéide (Backman, 1988). No entanto, o papel das PIPKs
nas células hematopoi€ticas ainda ndao foi totalmente elucidado. Nosso estudo foi o
primeiro a caracterizar a expressao génica e protéica da PIPKIIa em células de linhagem
hematopoiéticas (K562, KG1, NB4, HL60 e P39). A expressio do gene da PIPKIIa,
aparentemente, difere entre as linhagens, sendo maior nas células K562. J4 em relacio ao
nivel protéico, as linhagens K562, KG1 e NB4 apresentaram resultados muito proximos.
Além disso, pudemos demonstrar através da microscopia confocal que a PIPKIIa esta
localizada no ntcleo e no citoplasma de células das linhagens K562, HL60 e NB4. A
localizacdo nuclear desta proteina estd, provavelmente, relacionada com o processamento
do pré-RNA mensageiro, desempenhando, também, um papel na expressdo génica. Os
dados obtidos no nosso estudo de localizac¢do celular corroboram com o recente estudo de
Wang et al. que analisou a distribuicdo da PIPKIla em linhagens de linfocitos B (DT40)
(Wanget al., 2010). Adicionalmente, Bultsma et al.. demonstraram que a interacdo entre as
PIPKIla e PIPKIIB, in vitro e in vivo, ocorre, predominantemente, no nicleo de células
HEK?293 (Bultsma et al., 2010). Estes dados sugerem que a ocorréncia de heterodimeros
entre estas as duas isoformas da PIPKII, no nidcleo, regula a atividade, localizacdo e,
possivelmente, direciona-os para os diferentes alvos da sinalizagdo intracelular nos quais
estas proteinas estdo envolvidas.

Recentemente, um estudo desenvolvido em nosso laboratério por Wenning et al
analisou a expressdo gé€nica diferencial em reticulécitos de dois irmios com talassemia o
(Doenga da Hb H), com a mesma base molecular da doenga e diferentes percentuais de Hb

H nas hemacias do sangue periférico e observou-se que os genes da enzima PIPKIla e da
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globina 3, estavam superexpressos em reticulécitos do paciente com maior quantidade de
Hb H (Wenning et al., 2009). Estes dados sugerem que a propor¢do mais elevada de Hb
anOmala deve-se, provavelmente, a uma taxa maior de transcrigdo do gene da globina f3, e
que, de alguma forma, sua expressido foi influenciada pela enzima PIPKIIa e pela via de
sinalizacdo celular do fosfatidilinositol. Além disso, outro estudo realizado no mesmo
laboratério, analisou os perfis de expressdo dos genes das PIPKs e das globinas (o, B, v)
durante a diferenciacio eritréide humana em cultura de células CD34" e demonstrou que a
expressao do gene PIPKIIo, bem como os demais genes das subfamilias das PIPKSs,
aumentou a medida que as células se tornaram mais diferenciadas, coincidindo com os
perfis de expressdo dos genes de globinas (Zaccariotto, 2009). No presente estudo, nds
analisamos os perfis de expressio génica da PIPKIa em células de linhagem
hematopoiéticas durante as diferenciacOes eritroide, granulocitica e megacariocitica e
observamos que a PIPKIla estd envolvida, especificamente, somente com a diferenciacao
eritroide. Estes dados reforcam a hipdtese de que a sinalizacdo celular desempenhada pela
PIPKIIa, no nucleo, envolve a regulacdo da expressdo gé€nica das globinas durante a
eritropoiese.

Classicamente, as andlises genéticas procedem do fendtipo para o gendtipo, ou seja,
o fenétipo alterado fornece dicas sobre a funcdo do gene responsdvel e, por clonagem
posicional ou por andlise de genes candidatos, pode-se isolar o gene causador da doenga.
Esta abordagem tem sido utilizada com sucesso na identificacdo de genes responsiveis por
varias doencas, utilizando-se marcadores de localizagdo cromossdmica ou estudando-se,
quando conhecidas, as vias bioquimicas que produzem o fenétipo em questdo (Barbosa e

Lin, 2004). Os experimentos de perda-de-funcdo sdo estratégias para se conhecer a fungio
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de um determinado gene e procedem do gendtipo para o fendtipo. Esta poderosa estratégia
¢ chamada de ‘“genética reversa”, em oposicao a abordagem classica (direta) (Wicking e
Williamson, 1991). Desde o final dos anos 90, os short interfering RNAs t€ém sido
utilizados para se estudar a funcdo de genes. Essas pequenas moléculas de RNA sdo
intermedidrias de um processo conhecido como RNAi (Baulcombe, 2002). Esse fendmeno
foi descrito pela primeira vez no nematodo Caenorhabditis elegans, em 1998, quando se
observou que a presenca de apenas algumas poucas moléculas de RNA dupla-fita (dsSRNA)
eram capazes de abolir a expressdo de um determinado gene com seqii€ncia similar aquele
dsRNA (Fire et al, 1998). Neste trabalho, pela primeira vez em células de linhagem
eritroleucémica humana, foi possivel demonstrar pela redu¢do na producdo da proteina
PIPKIla, através da técnica de RNA1L mediada por moléculas de shRNA, que a diminui¢ao
da expressdao do gene da PIPKIla provoca um aumento significativo da expressdo génica e
protéica da globina a. Observamos, também, uma tendéncia de maior expressao gé€nica e
protéica da globina y (p=0,05). Estes resultados evidenciam uma relagcdo entre esta enzima
e a sintese de Hb nas células K562.

A alteracdo da sinalizacdo normal pode ocorrer como resultado de mutacdes,
alteracdo de expressdo ou ativacdo dos componentes das vias de sinalizacdo, com
consequente alteracdo na regulagcdo da proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular. Luoh
et al, em 2004, observaram modificacdes na morfologia celular e um aumento na
proliferacao das células de cancer de mama que tinham o gene da PIPKIIP superexpresso
(Luoh et al., 2004). Nos observamos que o silenciamento do gene da PIPKIla ndo afetou a
progressao do ciclo celular e apoptose, mas resultou em uma diminuicdo na proliferaciao

celular das células K562. No entanto, animais submetidos ao knockout para o gene da
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PIPKIIa ndo apresentaram fendtipos aberrantes, sugerindo que isoformas das PIPKs podem
ter fungdes redundantes (Clarke et al., 2007).

Em resumo, o presente estudo demonstrou que a PIPKIla estava presente no ntcleo
e citoplasma das células de linhagem hematopoiética. Durante a diferenciacao eritroide das
células K562, o gene da PIPKIla foi superexpresso, e durante o silenciamento génico houve
um discreto aumento da expressao dos genes vy, elevacdo significativa da expressao dos
genes o e diminuicdo da proliferacdo celular. Esses resultados corroboram a sugestdo prévia
de existéncia de rela¢do entre a PIPKIla e a expressdo dos genes de globinas, relacdo que
deve continuar a ser investigada em células eritroides normais e de pacientes com
hemoglobinopatias.

A elucidacdo dos mecanismos regulatorios envolvidos na modulacdo da expressdao
dos genes das globinas a e y pela PIPKIla nas células hematopoiéticas dependem, ainda, de
estudos que investiguem o perfil da expressdo g€nica e protéica de outras proteinas
envolvidas na via de sinalizacdo celular por fosfoinositideos durante a diferenciacdo

eritroide e o papel do PI4,5P, na regulacdo da expressdo gé€nica.
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5. CONCLUSOES



1) A PIPKIla encontra-se presente nas células de linhagem hematopoiética K562, KGlI,
NB4, HL60 e P39. A expressdo do gene da PIPKIla difere entre as linhagens, sendo
maior nas células K562. Ja em relacdo ao nivel protéico, as linhagens K562, KG1 e NB4
apresentaram resultados muito proximos;

2) A PIPKIla estd localizada e no nicleo e citoplasma das células das linhagem
hematopoiéticas K562, HI60 e NB4;

3) A maior expressdo gé€nica da PIPKIIo ocorre durante a diferenciagdo eritroide das
células K562;

4) Nao ha mudangas na expressao génica da PIPKIla durante a diferenciagdao
megacariocitica das células K562, e durante a diferenciacdo granulocitica das células
NB4;

6) A inibicao da PIPKIIo resulta em aumento da expressdo gé€nica e protéica da globina a e
uma tendéncia de aumento da globinas y em células K562.

5) O silenciamento da PIPKIla resulta em reducdo da proliferacdo das células K562, mas

ndo afeta o ciclo celular e a apoptose.
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7. ANEXOS



ANEXO 1: DADOS ESTATISTICOS UTILIZADOS PARA ELABORACAO
DO MANUSCRITO
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Resultados:

Andlise Descritiva e Comparativa entre Grupos e Tempos — K2A/Mock

e As tabelas 1 e 2, a seguir, apresentam as estatisticas descritivas € a comparacdo das
varidveis entre os grupos e os tempos para PIPK2A.

Tabela 1. Andlise descritiva das varidveis numéricas por grupo e tempo para PIPK2A.

VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX
Mock10 5 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC10 3 0.89 0.15 0.74 0.89 1.04
SH10 5 0.18 0.18 0.01 0.16 0.46
Mockl5 5 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC15 3 1.06 0.12 0.98 1.01 1.20
SH15 5 0.34 0.22 0.11 0.30 0.65
Mock20 5 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC20 3 0.99 0.09 0.91 0.98 1.09
SH20 4 0.19 0.23 0.01 0.12 0.50
Mock22 5 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC22 3 0.93 0.20 0.77 0.86 1.15
SH22 4 0.29 0.25 0.03 0.29 0.53
Mock24 5 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC24 3 1.01 0.13 0.91 0.96 1.15
SH24 4 0.18 0.17 0.02 0.15 0.38
Mock28 5 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsc28 3 0.95 0.11 0.84 0.95 1.06
SH28 4 0.11 0.15 0.02 0.05 0.34

Tabela 2. Resultados da ANOVA para medidas repetidas para comparacdo entre grupos e
avaliacOes para PIPK2A.

Comparacao entre Comparacao entre
Grupos Tempos Interacao
Varidvel*
(Mock, dsC e SH) (10, 15, 20, 22, 24 e 28 Grupos vs Tempos
dias)
PIPK2A P=0.020 * P=0.700 P=0.994

* Varidvel transformada em postos (ranks) para os testes devido a auséncia de distribui¢do
Normal.

(a) Diferencas significativas entre grupos (teste de perfil por contraste): Mock = SH,
dsC=SH.
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Andlise Descritiva e Comparativa entre Grupos e Tempos — Alfa/Mock

e As tabelas 3 e 4, a seguir, apresentam as estatisticas descritivas e a comparacio das
varidveis entre os grupos e os tempos para alfa-globina usando Mock como controle. O
tempo 22 foi desconsiderado por ter apenas n=2 experimentos completos com os 3

grupos.

Tabela 3. Andlise descritiva das varidveis numéricas por grupo e tempo para alfa/Mock.

VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX
Mock1lO0 5 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC10 3 0.85 0.21 0.70 0.77 1.09
SH10 4 2.30 1.30 0.91 2.25 3.79
Mockl5 5 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC1l5 3 2.95 1.07 2.29 2.37 4.18
SH15 4 3.66 2.28 1.05 3.65 6.31

Tabela 3 (cont). Andlise descritiva das varidveis numéricas por grupo e tempo para
alfa/Mock.

VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX
Mock20 5 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC20 3 5.36 2.55 2.49 0.24 7.36
SH20 4 4.58 3.37 1.29 4.15 8.74
Mock22 5 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC22 2 3.37 2.51 1.60 3.37 5.14
SH22 3 2.69 2.87 0.96 1.10 6.00
Mock?24 5 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC24 3 1.97 1.15 1.28 1.32 3.29
SH24 4 2.22 1.30 1.19 1.81 4.07
Mock?28 4 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC28 3 1.07 0.17 0.88 1.10 1.21
SH28 4 1.32 0.60 0.55 1.36 2.02

Tabela 4. Resultados da ANOVA para medidas repetidas para comparacao entre grupos e
avaliacOes para alfa/Mock.

5 Comparacao entre
Comparagdo entre fparag

Varidvel* Grupos Tempos Interagao
(Mock, dsC e SH) (10, 15,20, 24 e 28 Grupos vs Tempos
’ dias)
Alfa/Mock P<0.001° P=0.178 500307

* Varidvel transformada em postos (ranks) para os testes devido a auséncia de distribui¢ao
Normal.
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(a) Efeito significativo da intera¢do Grupos vs Tempos: Diferencas significativas entre
grupos (teste de perfil por contraste): Mock # dsC, Mock = SH. Diferencas significativas
entre grupos por tempo (teste de perfil por contraste): Tempo10: nenhuma diferenca
significativa; tempo15: Mock = dsC, Mock # SH; tempo20: Mock # dsC, Mock = SH;
tempo24: Mock = dsC, Mock # SH; tempo28: nenhuma diferenca significativa; diferencas
significativas entre tempos por grupo (teste de perfil por contraste): Mock: nenhuma
diferenca significativa; dsC: nenhuma diferenca significativa; SH: nenhuma diferenca
significativa.

Anadlise Descritiva e Comparativa entre Grupos e Tempos — Gama/Mock

e As tabelas 5 e 6, a seguir, apresentam as estatisticas descritivas e a comparacgdo das
varidveis entre os grupos € os tempos para gama-globina usando Mock como controle.
O tempo 22 foi desconsiderado por ter apenas n=2 experimentos completos com os 3

grupos.

Tabela 5. Andlise descritiva das varidveis numéricas por grupo e tempo para gama/Mock.

VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX
Mock10 5 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC10 3 0.73 0.27 0.55 0.60 1.04
SH10 4 1.42 0.71 0.76 1.27 2.38
Mock15 4 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC15 3 2.01 0.19 1.79 2.10 2.14
SH15 4 2.20 1.01 1.19 2.05 3.51
Mock20 4 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC20 3 4.05 3.20 1.31 3.26 7.57
SH20 4 3.99 4.064 0.80 2.25 10.68
Mock22 4 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC22 2 2.72 1.83 1.42 2.72 4.01
SH22 3 2.47 1.90 1.18 1.58 4 .65
Mock24 4 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC24 3 2.52 1.26 1.33 2.40 3.84
SH24 4 3.32 2.16 1.40 3.26 5.36
Mock28 4 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
dsC28 3 1.54 0.54 1.11 1.35 2.15
SH28 4 1.33 0.54 0.60 1.41 1.89
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Tabela 6. Resultados da ANOVA para medidas repetidas para comparacdo entre grupos e
avaliagdes para gama/Mock.

- Comparacao entre
Comparagdo entre fHparag

Varidvel* Grupos Tempos Interagdo
(Mock, dsC e SH) (10, 15, 20, 24 € 28 Grupos vs Tempos
' dias)
Gama/Mock P=0.028° P=0.058 P=0.185

* Varidvel transformada em postos (ranks) para os testes devido a auséncia de distribuicao
Normal.

(a) Diferencas significativas entre grupos (teste de perfil por contraste): Mock # dsC,
Mock = SH.

Andlise Descritiva e Comparativa entre Grupos e Tempos — Alfa/dsC

e As tabelas 7 e 8, a seguir, apresentam as estatisticas descritivas e a comparagdo das
varidveis entre os grupos e os tempos para alfa-globina usando dsC como controle.

Tabela 7. Andlise descritiva das varidveis numéricas por grupo e tempo para alfa/dsC.

VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX
Mockl10 3 1.21 0.26 0.92 1.30 1.42
dsC10 3 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
SH10 3 2.28 1.11 1.29 2.05 3.48
Mockl5 3 0.37 0.11 0.24 0.42 0.44
dsC1l5 3 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
SH15 3 1.54 0.38 1.19 1.51 1.94
Mock20 3 0.23 0.15 0.14 0.16 0.40
dsC20 3 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
SH20 3 1.04 0.13 0.93 1.00 1.19
Mock2?2 3 0.33 0.26 0.18 0.19 0.63
dsC22 3 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
SH22 3 0.88 0.21 0.69 0.84 1.10
Mock?24 3 0.61 0.27 0.30 0.76 0.78
dsC24 3 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
SH24 3 1.27 0.33 0.96 1.24 1.62
Mock28 3 1.43 0.97 0.82 0.90 2.55
dsC28 3 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
SH28 3 2.15 0.89 1.60 1.66 3.17
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Tabela 8. Resultados da ANOVA para medidas repetidas para comparacdo entre grupos e
avaliagdes para alfa/dsC.

Comparagdo entre Comparagdo entre
Grupos Tempos Interagcao
Varidvel*
(Mock, dsC e SH) (10, 15, 20, 22, 24 e 28 Grupos vs Tempos
dias)
Alfa/dsC P=0.004 * P=0.037 * P=0.053

* Varidvel transformada em postos (ranks) para os testes devido a auséncia de distribuicao
Normal.

(a) Diferencas significativas entre grupos (teste de perfil por contraste): Mock # dsC, Mock
# SH; diferencas significativas entre tempos (teste de perfil por contraste): t10-t15,
t10t20, t10t22, t10-t24.

Anadlise Descritiva e Comparativa entre Grupos e Tempos — Gama/dsC

e As tabelas 9 e 10, a seguir, apresentam as estatisticas descritivas € a comparacdo das
varidveis entre 0os grupos e os tempos para gama-globina usando dsC como controle. O
tempo 22 foi desconsiderado por ter apenas n=2 experimentos completos com os 3

grupos.

Tabela 9. Andlise descritiva das varidveis numéricas por grupo e tempo para gama/dsC.

VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX
Mock10 3 1.48 0.46 0.96 1.66 1.83
dsC10 3 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
SH10 3 1.660 0.92 1.01 1.26 2.71
Mockl1l5 3 0.50 0.05 0.47 0.48 0.56
dsC15 3 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
SH15 3 1.26 0.42 0.81 1.34 1.064
Mock20 3 0.40 0.33 0.13 0.31 0.76
dsC20 3 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
SH20 3 1.00 0.37 0.67 1.11 1.41
Mock22 2 0.48 0.31 0.26 0.48 0.70
dsC22 2 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
SH22 2 1.25 0.20 1.11 1.25 1.40
Mock?24 3 0.47 0.26 0.25 0.42 0.75
dsC24 3 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
SH24 3 1.46 0.54 1.14 1.16 2.08
Mock28 3 0.70 0.22 0.47 0.74 0.90
dsC28 3 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
SH28 3 1.07 0.23 0.88 1.00 1.32

o)
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Tabela 10. Resultados da ANOVA para medidas repetidas para comparac¢ao entre grupos e
avaliagdes para gama/dsC.

- Comparacao entre
Comparagdo entre fHparag

Varidvel* Grupos Tempos Interagdo
(Mock, dsC e SH) (10, 15, 20, 24 € 28 Grupos vs Tempos
' dias)
Gama/dsC P=0.054 P=0.100 P=0131

* Varidvel transformada em postos (ranks) para os testes devido a auséncia de distribuicao
Normal.

Anadlise Descritiva e Comparativa entre Grupos — Quantif. Protéica
e Astabelas 11 e 12, a seguir, apresentam as estatisticas descritivas e a comparagao das
varidveis entre os grupos para quantificagdo protéica.

Tabela 11. Andlise descritiva das varidveis numéricas por grupo para quantificacio
protéica.

VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX
PIPK2ACtrl 3 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
PIPK2Ash 3 0.25 0.14 0.14 0.19 0.41
VARIAVEL N MEDIA D.P MIN MEDIANA MAX
GamaCtrl 3 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
Gamash 3 3.46 2.22 1.82 2.57 5.99
VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX
PIPK2AM 6 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
PIPK2AdsC o 1.03 0.13 0.81 1.04 1.21
PIPK2AShh 6 0.26 0.07 0.18 0.24 0.37
VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX
GamaM o 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
GamadsC § 5.82 4.28 1.03 5.19 11.70
GamaShh 6 13.79 10.04 2.72 11.57 28.43
VARIAVEL N MEDIA D.P MIN MEDIANA MAX
Al faM 3 1.00 0.00 1.00 1.00 1.00
Al fadsC 3 1.46 0.51 0.94 1.47 1.96
AlfaShh 3 3.65 2.83 1.94 2.08 6.92
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Tabela 12. Resultados das ANOVAs para medidas repetidas para comparagdo entre grupos
para quantificacdo protéica.

Comparagdo entre

S P ~

Varidvel Grupos Varidvel Comparacdo entre Grupos
PIPK2A — Ctrl vs Sh P=0.035 * PIPK2A ;hM’ dsCe P=0.001"
Gama — Ctrl vs Sh P=0.035? Gama — M, dsC e Sh P<0.001 ¢
Alfa— M, dsC e Sh P=0.112

* Varidvel transformada em postos (ranks) para os testes devido a auséncia de distribuicdo
Normal.

(a) Diferencas significativas entre grupos (teste de perfil por contraste): Ctrl # SH.

(b) Diferencas significativas entre grupos (teste de perfil por contraste): Mock = SH, dsC =
SH.

(c) Diferencas significativas entre grupos (teste de perfil por contraste): Mock # dsC, Mock
# SH, dsC = SH.

Andlise Descritiva e Comparativa entre Grupos e Doses — MTT

e Astabelas 13 e 14, a seguir, apresentam as estatisticas descritivas e a comparagdo das
varidveis entre os grupos e as doses para MTT.

Tabela 13. Andlise descritiva das varidveis numéricas por grupo e dose para MTT.

Grupo VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN MEDIANA MAX
MOCK Dose0 4 100.07 0.69 99.24 100.09 100.86
Dose05 4 32.58 7.79 25.73 32.28 40.05
Dosel 4 26.93 7.90 19.92 26.76 34.28
PIP Dose0 4 90.07 1.81 88.11 90.08 92.01
Dose05 4 39.49 12.86 27.92 39.00 52.03
Dosel 4 30.78 10.07 22.10 29.53 41.97
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Tabela 14. Resultados da ANOVA para medidas repetidas para compara¢do entre grupos e
doses para MTT.

Comparagdo entre Comparagao entre Interagdio
Varidvel* Grupos Doses
(Mock e PIP) 0,05¢1) Grupos vs Doses
Proliferacao P=0.875 P<0.001° P—0.144
celular

* Varidvel transformada em postos (ranks) para os testes devido a auséncia de distribuicdo
Normal.

(a) Diferencas significativas entre doses (teste de perfil por contraste): DO = D0.5, DO«DI,
D0.5D1.

Anadlise Descritiva e Comparativa entre Grupos e Doses — Apoptose

e Astabelas 15 e 16, a seguir, apresentam as estatisticas descritivas € a comparagao das
varidveis entre os grupos e as doses para apoptose.

Tabela 15. Anilise descritiva das varidveis numéricas por grupo e dose para apoptose.

Grupo  VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN MEDIANA

Control Dose0 4 19.47 4.95 12.76 20.21 24 .
Dose(05 4 30.65 4.46 26.05 30.30 35.
Dosel 4 37.17 5.31 30.98 38.03 41.

PIP Dose0 4 20.23 2.85 17.61 19.51 24
Dose05 4 31.81 3.51 27.22 32.54 34.
Dosel 4 36.25 6.62 30.11 35.09 44

.28
93
.71

Tabela 16. Resultados da ANOVA para medidas repetidas para compara¢ao entre grupos e
doses para apoptose.

Comparacdo entre Comparacdo entre

Varidvel* Grupos Doses Interagdo
(Controle PIP) 0,05¢1) Grupos vs Doses
Celulas P=0.853 P<0.001 * P=0.621
apoptoticas

* Varidvel transformada em postos (ranks) para os testes devido a auséncia de distribuicdo
Normal.
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(a) Diferencas significativas entre doses (teste de perfil por contraste): DO = D0.5, DO=DI,
D0.5#D1.

Andlise Descritiva e Comparativa entre Grupos e Fases — Ciclo Celular

e Astabelas 17 e 18, a seguir, apresentam as estatisticas descritivas € a comparacdo das

varidveis entre os grupos e as fases para ciclo celular.

Tabela 17. Andlise descritiva das varidveis numéricas por grupo e fase para ciclo celular.

Grupo VARIAVEL N MEDIA D.P. MIN  MEDIANA MAX
Control CicloGOG1l 3 48.09 1.89 46.85 47.15 50.27
Ciclos 3 45.68 2.09 43.29 46.58 47.16
CicloG2 3 6.17 0.44 5.69 6.24 6.57
PIP CicloGOGl 4 43 .27 7.13 36.25 43.46 49.90
Ciclos 4 48.15 3.56 44 .74 48.31 51.23
CicloG2 4 8.58 3.68 4.68 8.56 12.54

Tabela 18. Resultados da ANOVA para medidas repetidas para comparac¢ao entre grupos e
fases para ciclo celular.

Comparagdo entre Comparagao entre

Variavel* Grupos Fases Interagao
(Controle PIP) (GO/G1, S e G2) Grupos vs Fases
Ciclo celular P=0.453 P=0.005 * P=0.474

* Varidvel transformada em postos (ranks) para os testes devido a auséncia de distribuicao
Normal.

(a) Diferencas significativas entre fases (teste de perfil por contraste): GO/G1 = G2,
S#G2.
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Analise Descritiva e

Comparativa entre Grupos - Diferenciagdo Eritroide

Unpaired © test
Do the means of CTEL and Ervythroid differ significantly?
D walue

two—tailed F

valus

t = 5.175 with 4 degrees of fresdom.

5% confidence interwval

M=an differs = 3.8 wan of CTRL)
The 595% confidence interval of the difference: 1.7TH2Z to 5,505

andard deviations egual?

5

e

The t test assumes that the columns come from populations with egual 5Ds.
IThe following caleoulations test that assumption.

F = 45g47

IThe P wvalue is 00001 .

This test suggests that the difference betwsen the two SDs is

gxcremely significant. Since the © test assumes populations with sguoal
5Ds, you should consider transforming your data (reciprocal or logl,
selecting a2 nonparametric test, or sslscting the alternate (Welch] T test.
hesumption Test: Bre the dats sampled from Csussian discributicons?

The © Test assumes that the data arse sampled from populations that follow
Faussian distributions. This assumption is tested using the method
Eolmogorovw and Smirnow:

P Value

Erythroid

Too few waluss to test.
Too few walues to Test.
Summary of D

Parameter:
Mean:

# of pointa:
S5td deviation:
5td error:
Minimmm:

Lower 95% CI:
Oppe=r 95% CI:

d

1037 4_880

3 3
0005774 1 28
0_D003333 0.7427
1030 3d_400
o e

=3 e = I

-04c 5510
SB22 1.&s824
1.851 B.07e
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Andlise Descritiva e Comparativa entre Grupos - Diferenciacdo

Granulocitica

The two-tailled P walue is 0.10%95, considered not significant.

= minus mean of CIERL)
ifference: —0.3108 ©o 2.07

-
=
(T

the two 8Is is

"
B in

Ve pulations with egual
8Dhs El O yOur [reciprocal or logl
s=lec nonparametric test, or sselecting the alternate {Welch]
Lssumption test: fre the data sampled from Gaussian discributions?
The © test aAssumes that the date are sampled from populations that
S distributions. Thi n is Tested using the method

[ 1]
[
[ [}
in
I+
iy

et
=l
¥

18]
]
H
[N}

B}

and Smirnoir:

Group ES P Value

CTRL Too few wraluss
Granulocytic Too few walues

]

4]

L

Parameter:

Mean: 1,003

# of points: 3
Std deviation: 0.04041
5td error: 0.02333
Minimimm: J.9600
Masximimm: 1.040
Median: 1.401I0

Lower 95% CI: 0.5025
Upper 35% CI: 1.104
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Andlise Descritiva e Comparativa entre Grupos -Diferenciacdo
Megacariocitica

Unpaired t© cest

Do the means of CTRL and Megakariocytic differ significancly?

considered not significant.

[

i
pl

|
i
1Y

TEST: g the standard deviations squal?

i
i
1|t
¥
i |y
a

mieli
M in

on test: Bre the data sampled from Gaussian dis
st assumes that the data ars sampled from populations that follow
Faussian 4i Ibutions. TI gssumption is tested using the method

Eoimcgorovr and Smirnowr:

Group ES EF Value Passed normality test?

faw

Parameter: CTRL Megakariocytic

Mean: 1. 063 z2.04

# of points: 3 3
S5td deviation: 358 I
5td error: i B35S -
Minimimm: BO0O 1
Maximm: 220 3
Medi an: 800 1
Lower 95% CI: 260 =T
Opp=r 35% CI: 401 5
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Andlise Descritiva e Comparativa entre Grupos - Proliferacao

Mann—#Whitcney Te

Oz the medians of CTRL and shPIPKEIIs

The two—tailed P walus is 0.028c, considered significanz.
({The P walue is &xactc.}
Calculation decails

TF—scatistic = 4. 040

Sum of ranks in CIBL = Zo. 000, Sum of ranks in shPIPFEIIs = 10.000.

5td error G_3452 0. 5028
Hinimmn S99 _Z236 BE.114
Maximmm 140 .86 52_ 01X

Meadian: 1046 S0 S0 077
Lower 95% CI: 58 _970 B7.1897
Upper 55% CI: 101 _-17 52 542

Anadlise Descritiva e Comparativa entre Grupos —PIPKIIA

The P wvalue is <

Variation amonc

Multiple Compariso

A 5F

g is greater

Mean
Comparison Difference q P value

KG1 P>0.05
NBE4 P>0.05
HLGOD P<(Q.001

A
AN

A
A

bbb b
(A\

oA
\‘_/ T T
o
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Mean 95% Confidence Interval
Difference Difference From To

KbeZ - KG1L 817 0.3337
K5¢2Z - 1247 0.3606
K562 - 09 0.8627
K5¢2 - 659 0O 77

KG1l - 40 0 18

61 - 81 0.7099

KG = 39 0

NB4 - HLGO
NB4 - P39

HL60 - P39

o o

]
o T B B B B

BAssumption test: Are the standard deviations of the

t the data are sampled from populations with identical
i ested using the method of Bartlett.

test can only be performed when every column has

Are the data sampled from Gaussian distributions?

ssumes that the

data are sampled from populations that follow
d using t

he method

sian distributions. This
gorov and Smirnov:

Group Ks P Value Passed normality test?

grees otf Sum of Mean
e

tween columns) 4 T30 (¥
thin columns) 10 0.04534 0.0045
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Summary of Data

Number Standard
of Standard Error of
Group Points Mean Deviation Mean Median
K562 3 0.9264 0.11¢4 0.06718 0.9869
KG1 3 0.7736 0.0829¢ 0.04790 0.7938
NB4 3 0.74e7 0.0408¢ 0.02359 0.7312
HL&O 3 0.2446 0.021e4 0.01249 0.2491
P39 3 0.179¢ 0.01042 0.00e01e 0.1850
95% Confidence Interval
Group Minimum Maximum From To
K562 0.7922 1.000 0.6373 1.215
KG1 0.6825 0.8447 0.5e75 0.9797
NB4 0.7159 0.7931 0.6452 0.8482
HL6O 0.2211 0.2637 0.1908 0.2984
P39 0.167¢ 0.1862 0.1537 0.2055
x & e

Bibliografia:

e Conover, W. J. & Iman, R. L. (1981), Rank transformations as a bridge between
parametric and nonparametric statistics. The American Statistician, 35, pp 124-129.

e Milliken, G.A. & Johnson, D.E. (1984), Analysis of Messy Data. Volume I: Designed
Experiments. New York: Van Nostrand Reinhold Company.

e Montgomery, Douglas C. (1991), Design and Analysis of Experiments. 3" ed. New
York: John Wiley & Sons.

Programa Computacional:

Para andlise estatistica foi utilizado o seguinte programa computacional:

e SAS for Windows (Statistical Analysis System), versdo 9.1.3.
SAS Institute Inc, 2002-2003, Cary, NC, USA.
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ANEXO-2: PARECER DO COMITE DE ETIC A/FCM/UNICAMP
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fcmaunicamp.br/pesquisa/etica/index . html

CEP, 24/07/07.
(Grupo IIT)

PARECER CEP: N° 400/2007 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0309.0.146.000-07

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “SILENCIAMENTO DO GENE DA ENZIMA PIPSKIIA EM CELULAS
ERITROIDES DE PACIENTE COM DOENCA DE HEMOGLOBINA H”.
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Vénia Peretti de Albuquerque Wobeto.

INSTITUiCAO: Hospital as Clinicas / UNICAMP

APRESENTACAOQ AO CEP: 13/06/2007

APRESENTAR RELATORIO EM: 26/06/08 (O formulério encontra-se no site acima)

II - OBJETIVOS

Silenciar o gene da enzima PIPSKIIA em células eritréides de pacientes com Doenga de
HB H e de controle normal, em cultura, analisando posteriormente o fendtipo resultante.

III - SUMARIO

Serdo isoladas células mononucleares do sangue periférico de individuo com gendtipo
alfa normal e de pacientes com doenga de Hb H. Serd feito silenciamento do gene por
eletroporagiio de siRNA especifico. A confirmag@o do silenciamento serd feito por Rt-PCR e o
fen6tipo celular serd analisado por observagio microscépica e submissdo a agentes oxidantes.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Projeto de silenciamento génico in vitro. Protocolo adequado. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido estd de acordo, ap6s resposta do parecer.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para-o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolug@es 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restricdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos inclufdos na Pesquisa supracitada. )

O contetido e as conclusdes aqui apresentados sfo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nfio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMA COES COMPLEMENTARES

Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP

Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FFONE (019) 3521-89306
Caixa Postal 6111 FAX (019)3521-7187
13084-971 Campinas - SP cep@flem.unicamp.br

96



FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma c6pia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e -
descontinuar o estudo somente apds anélise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item IIL.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime. oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigiléncia Sanitidria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Ttem II1.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolucio CNS-MS 196/96.

VI - DATA DA REUNIAO

Homologado na VI Reunifio Ordindria do CEP/FCM, em 26 de junho de 2007.

\
Profa. Dr{g}f}fn‘L Silvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessdlin Vieira de Camargo, 126 FONL (619) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13084-971 Campinas - SP cep@fem.unicamp.br
=
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