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RESUMO 



xv 

As fosfatidilinositol- fosfato quinases (PIPKs) pertencem a uma família de enzimas lipídio-

quinases que geram vários mensageiros lipídicos, incluindo um importante segundo 

mensageiro denominado fosfatidilinositol-4,5-bifosfato, que participa da regulação de 

diversas atividades celulares, como a modulação do citoesqueleto de actina, o transporte de 

vesículas, a formação de adesão focal e diversos eventos nucleares, incluindo a expressão 

gênica. A subfamília da PIPK está dividida, conforme a especificidade de sinalização, em 

tipo I (isoformas α, β e γ), tipo II (isoformas α, β e γ) e tipo III. Em estudo recentemente 

realizado em nosso laboratório, o gene da PIPKIIα mostrou-se diferencialmente expresso 

em reticulócitos de dois irmãos com Doença de Hemoglobina H, sendo maior no paciente 

com maior nível de hemoglobina anômala, paralelamente à expressão do gene da globina β, 

sugerindo uma possível relação entre a PIPKIIα e a produção de globinas. Além disso, 

análises realizadas durante a diferenciação eritróide de células CD34+, em cultura, 

demonstraram que as expressões dos genes das PIPKs aumentam à 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 localização celular 

da PIPKIIα e sua expressão gênica e protéica durante a diferenciação eritroide, 

megacariocítica e granulocítica de células da linhagem hematopoiética e demonstramos que 

o silenciamento do gene da PIPKIIα, em células K562, resulta em diminuição da 

proliferação deste tipo celular, aumento de expressão do gene da globina α e uma tendência 

de elevação da expressão do gene da globina γ. Esses resultados corroboram a sugestão 

prévia de existência de relação entre a PIPKIIα e a expressão dos genes de globinas, relação 

que deve continuar a ser investigada em células eritróides normais e de pacientes com 

hemoglobinopatias. 
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1.1) A Sinalização celular 

Para a evolução dos organismos multicelulares levou ao desenvolvimento de 

mecanismos complexos para coordenar as diversas atividades celulares, como a 

diferenciação, proliferação e crescimento. A sinalização celular é responsável por uma 

grande parte destes processos vitais. A informação transmitida, em alguns casos, é realizada 

por um processo chamado transdução de sinal, na qual uma série de proteínas age alterando 

a conformação das proteínas subsequentes, ocasionando a sua inibição ou a ativação  (Papin 

et al., 2005). A alteração da proteína alvo modifica a concentração de um ou mais 

mediadores intracelulares, incluindo os segundos mensageiros, que podem se difundir para 

longe de sua fonte de produção, transmitindo o sinal para outras partes das células (Figura 

1). Esta forma de sinalização celular exige mais do que simples trocas moleculares para 

inativar ou ativar diversos processos celulares. O sucesso da transdução de sinal necessita 

da criação de ramos que interajam ativamente e possam influenciar um ao outro. Desta 

maneira, a simplicidade da comunicação molecular é transformada em sofisticação pela 

maneira como as vias são interligadas (Ben-Shlomo et al., 2003; Alberts et al., 2010). 

 



20 

 

Figura 1 Via de sinalização intracelular ativada por molécula sinalizadora extracelular. A 
molécula sinalizadora se liga à proteína receptora, ativando uma via de sinalização 
intracelular mediada por uma série de proteínas. Este sinal interage com uma proteína alvo 
e gera uma resposta celular (Albert et al., 2010) 
 

Cada célula está exposta a vários sinais provenientes do seu ambiente e precisa estar 

programada para responder a combinações específicas de moléculas sinalizadoras. A 

resposta precisa ser seletiva, de acordo com sua característica específica, e é adquirida 

através da especialização celular progressiva que ocorre durante o desenvolvimento (Pires 

daSilva e Sommer, 2003). Diferentes células podem responder distintamente ao mesmo 

sinal químico em função do grupo de proteínas receptoras, ou de acordo com a maquinaria 

celular que integra e interpreta a informação recebida. Desta forma, a mesma molécula 

ligante pode ter diversos efeitos sobre as células-alvo e necessita ser reconhecida por 

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

2010). 
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Figura 2 Atuação de moléculas-sinal em vários receptores ocasionando diferentes respostas. 
Quando ocorre a privação destes sinais, a célula entra em processo de apoptose (Albert et 
al., 2010). 
 
1.2) As Proteínas Quinases 

Os primeiros relatos sobre as proteínas quinases foram realizados por Krebs et al., 

em 1959, e no início dos anos 80 várias delas foram descobertas (Krebs et al., 1959). Estas 

quinases compõem a maior família de proteínas nos seres eucariontes e possuem um papel 

central na regulação de suas funções celulares básicas, tais como: rearranjo do 

citoesqueleto, apoptose, metabolismo energético, replicação, controle do ciclo celular, 

transcrição gênica, entre outras (Engh e Bossemeyer, 2001). Além disso, participam da 

sinalização celular através da transdução de sinal, catalisando a fosforilação de proteínas 

através da transferência de um grupo fosfato de ATP e, em alguns casos, de GTP, para 

resíduos de treonina-serina ou de tirosina. A fosforilação destes resíduos faz com que 

ocorram estímulos 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 

sinalização celular ocorre uma grande amplificação do sinal, uma vez que uma única 

molécula pode fosforilar muitos substratos.  

 

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

Plowman et al., usando o Caenorhabditis elegans como modelo para estudo de 

transdução de sinal, demonstraram que as proteínas quinases compõem a segunda maior 

família de domínios protéicos neste nemátodo, com um total de 411 sequências completas 

(Plowman et al., 1999). Com a elucidação do projeto genoma humano foram identificados 

518 genes codificantes para proteínas quinases, consistindo 1,7% do total de genes 

humanos (Manning et al., 2002). Dentre 258 proteínas quinases analisadas foram 

identificados 83 tipos de domínios, dos quais a maioria encontra-se relacionada com a 

interação com proteínas sinalizadoras que reconhecem e se ligam a resíduos de tirosina  
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fosforilados. O domínio catalítico característico desta família consiste de aproximadamente 

250 a 300 resíduos de aminoácidos e divide-se em onze subdomínios invariáveis. Eles estão 

fortemente implicados no desempenho de um papel importante na função catalítica das 

enzimas, tendo ação direta no sítio ativo ou contribuindo para a formação do sítio ativo em 

uma estrutura secundária. A região não conservada ocorre em forma de “loop”, permitindo 

o encontro entre as regiões catalíticas. Resíduos de aminoácidos individuais, altamente 

conservados dentro dos subdomínios, participam da ligação ao ATP e da transferência do 

fósforo. 

As alterações funcionais destas enzimas podem levar a uma série de modificações 

dentro da célula e ocasionar o surgimento de várias patologias, como neoplasias, diabetes e 

doenças resultantes de defeitos imunológicos (Shchemelinin et al., 2006).  

 

1.3) Os Fosfoinositídeos e a Família das Fosfatidilinositol-Fostato 

Quinases (PIPKs) 

Nos últimos anos, o metabolismo dos fosfolípideos tem se demonstrado um campo 

de investigação promissor, sobretudo, com a constatação de que a dupla camada de 

fosfolípideos da membrana celular não tem apenas um papel estrutural, mas também o de 

um importante reservatório de moléculas pré-formadas a partir de mensageiros dos 

processos de sinalização intracelular. O fosfatidilinositol, um componente da membrana 

celular dos eucariotos, é o único fosfolipídeo cujo grupo inositol pode ser fosforilado nas 

posições 3, 4 ou 5 (Figura 4), resultando em 7 diferentes fosfolipídeos de inositol ou 

fosfoinositídeos, o fosfatidilinositol-3-fosfato (PI3P), fosfatidilinositol-4-fosfato (PI4P), 

fosfatidilinositol-5-fosfato (PI5P), fosfatidilinositol-3,4-bifosfato (PI3,4P2), 
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fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PI4,5P2), fosfatidil inositol-3,5-bifosfato (PI3,5P2) e o 

fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PI3,4,5P3), cada um destes apresentando distintas 

funções (McCrea e De Camilli, 2009). 

 

Figura 4 A estrutura química do fosfatidilinositol é composta por um anel de inositol, que 
pode ser fosforilado nas posições 3, 4 ou 5 (indicado em vermelho), uma “espinha” de 
glicerol e cadeias de ácidos graxos (Adaptado de Liu e Bankaitis, 2010). 
 

Estes lipídeos representam somente uma pequena porcentagem do total de 

fosfolípideos presentes na célula e estão envolvidos na regulação de diversos processos 

celulares, incluindo a proliferação e sobrevivência celular, organização do citoesqueleto, 

tráfego de vesículas, a formação de adesão focal, regulação de canais iônicos e diversos 

eventos nucleares (Heck et al., 2007; Skwarek e Boulianne, 2009). 

A maioria do conhecimento sobre sinalização celular por fosfoinositídeos é derivada 

de vias de sinalização citosólica. Recentemente, alguns estudos, buscaram elucidar o papel 
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destes mensageiros no núcleo e demonstraram que há diferenças na regulação da sinalização 

neste compartimento em relação ao citosol e membrana plasmática (Martelli et al., 2005; 

Bunce et al., 2006; Barlow et al., 2010).  

O PI4,5P2 é um dos fosfoinositídeos mais estudado e é considerado um mensageiro 

crítico que propaga sinais intracelulares através de proteínas mediadoras subsequentes na 

cascata de sinalização, e está presente em vários compartimentos celulares, principalmente, 

no complexo de Golgi, membrana plasmática e núcleo (Figura 5). A sua produção 

localizada é requerida nos processos de exocitose, endocitose, proliferação, processamento  

de RNA mensageiro, transcrição gênica, formação de adesão focal, tráfego de vesículas, e 

remodelamento de actina (Doughman et al., 2003). Nas células hematopoiéticas, o PI4,5P2 

exerce um papel essencial na sinalização da resposta destas células a certos estímulos, 

como, por exemplo, a ativação de plaquetas, proliferação celular, quimiotaxia e produção de 

espécies ativas de oxigênio por neutrófilos (Michell et al., 1992). Além disso, complexos de 

proteínas solúveis podem se associar com o PI4,5P2, mas a relevância funcional ainda não 

foi bem estabelecida (Doughman et al., 2003; Halstead et al., 2005; Huang et al., 2011).  
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Figura 5 Localização celular do PI4,5P2 (Adaptado de Doughman et al., 2003). 
 

A hidrólise do PI4,5P2 é feita pela fosfolipase C e origina dois importantes segundos 

mensageiros, o diacilglicerol (DAG) e o inositol-trifosfato (IP3). O DAG provoca a ativação 

da proteína quinase C (PKC) e IP3 causa liberação intracelular de Ca2+. Subseqüentemente, 

o IP3 recicla-se através de desfosforilações, originando inositol bifosfato (IP2) e inositol 

fosfato (IP), e finalmente inositol, que é o precursor dos fosfoinositóis. Em outra via de 

sinalização celular, o PI4,5P2 é clivado pela fosfolipase A para gerar o ácido aracdônico, 

que é precursor de muitas moléculas de sinalização (McCrea e De Camilli, 2009). Embora 

seja essencial em diversos processos celulares, a sua regulação fisiológica não é totalmente 

compreendida (Hinchliffe et al., 2002; Heck et al., 2007).  

As enzimas que produzem o PI4,5P2 pertencem a uma família de lipídeo quinases, 

as fosfatidilinositol- fosfato quinases (PIPKs), que participam de inúmeras vias de 

sinalização celular e transdução de sinal, cuja atividade foi descoberta por Hokin e Hokin 
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suas proteínas regulatórias podem ocasionar várias doenças, como o câncer, miopatia 

miotubular, desordem bipolar, canalopatias, entre outras (Halstead et al., 2005)  

Lecompte et al., em 2008, sugeriram que a geração do PI5P e a sua remoção possa 

ocorrer por diferentes rotas, envolve distintas combinações de enzimas, e as últimas 

representantes deste ciclo, que é exclusivo dos metazoários, são a fosfatidilinositol 4,5-

bifosfato 4-fosfatase e a PIPKII. 

Recentemente, alguns estudos revelaram as localizações e funções das PIPKII. 

Bultsma et al. (2010) demonstraram que a PIPKIIβ, in vitro, apresenta atividade duas mil 

vezes menor do que a PIPKIIα, com a qual pode interagir, in vitro e in vivo, e que a maioria 

da atividade enzimática desta enzima é possível somente através desta interação. Desta 

forma, a PIPKIIβ modula a localização nuclear da PIPKIIα, e a PIPKIIα tem o papel de 

regular a função da PIPKIIβ. A superexpressão das duas PIPKs, realizada pelo mesmo 

grupo de pesquisadores, promoveu o aumento da concentração da PIPKIIα no núcleo, 

sugerindo que, em alguns tipos celulares, o aumento da expressão da PIPKIIβ poderia 

promover um aumento na concentração de PIPKIIα no núcleo. Este aumento promoveria a 

formação do complexo PIPKIIα-PIPKIIβ, tornaria a PIPKIIβ ativa, o que poderia regular a 

sua atividade catalítica. Wang et al., em 2010, investigando a localização nuclear das 

PIPKIIα e PIPKIIβ sugeriram que 95% PIPKIIβ está presente no núcleo, e que a PIPKIIα 

está distribuída 60% no citoplasma e 40% no núcleo. Além disso, este estudo demonstrou 

que a interação entre as duas PIPKs é mais prevalente no núcleo, e que uma das formas de 

migração da PIPKIIα do citoplasma para o núcleo é consequência da sua interação com a 

PIPKIIβ. 

A PIPKIII é encontrada basicamente na parte interna da membrana e está envolvida 

na manutenção da integridade das vesículas celulares (Heck et al., 2007). 
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1.4) As PIPKs, os Fosfoinositídeos e as suas Funções no Núcleo. 

A presença de fosfoinositóis e das enzimas responsáveis pelo seus metabolismos, no 

núcleo de eucariotos já são conhecidas há algumas décadas (Divecha et al., 1993). Os 

fosfoinositóis nucleares estão 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 é independente do pool citosólico, e possui a 

função de regular diversos eventos como a diferenciação, proliferação, progressão do ciclo 

celular, apoptose, regulação da expressão gênica, processamento do pré-RNA mensageiro 

(mRNA) e exportação do mRNA para o citoplasma (Doughman et al., 2003; Bunce et al., 

2008; Barlow et al., 2010). Algumas PIPKs, como as PIPKIα, PIPKIγ, PIPKIIα e PIPKIIβ, 

estão localizadas no núcleo e no citoplasma. A PIPKIIβ, em situações de estresse celular, 

parece regular os níveis de PI5P nuclear ativando a p38 MAP quinase, que através da 

fosforilação de dois resíduos de serina da PIPKIIβ causa a sua inibição e, 

consequentemente, aumenta o pool de PI5P (Jones et al., 2006).  

A presença de PIPKs tipo I e tipo II no núcleo sugere que diferentes pools de 

PI4,5P2 são gerados e podem regular distintas funções. Estas enzimas são direcionadas para 

estruturas nucleares denominadas agregados de grânulos intercromatínicos, que são ricas 

em ribonucleoproteínas nucleares pequenas, fatores auxiliares de splicing de mRNA e 

formas hiperfosforiladas de RNA polimerase II. No entanto, os mecanismos pelo qual elas 

diretamente regulam vários eventos nucleares permanecem, ainda, desconhecidos  

(Boronenkov et al., 1998; Barlow et al., 2010).  
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1.5) As PIPKs, o PI4,5P2 e as Células Hematopoiéticas. 

A purificação e caracterização das PIPKs Tipo I e II da membrana de plaquetas 

humanas foram realizadas por Suzuki et al., em 1991 (Suzuki et al., 1991). A clonagem e 

sequenciamento da isoforma PIPKII γ foram realizadas por Divecha et al., em 1995 

(Divecha et al., 1995). Em 1996, Hinchliffe et al. detectaram a presença do PI4,5P2 em 

frações de citoesqueleto de plaquetas lisadas por detergente. Este estudo demonstrou, 

também, que este pool aumenta em resposta à sinalização mediada por integrinas em 

eventos associados à agregação plaquetária (Hinchliffe et al., 1996). As PIPKs Tipo I e II 

contribuem para a produção de grânulos α plaquetários. No entanto, a PIPK Tipo II é mais 

abundante nas plaquetas, e o seu substrato, o PI5P, tem seus níveis aumentados após a 

estimulação de plaquetas pela trombina (Rozenvayn e Flaumenhaft, 2001). Experimentos 

de silenciamento gênico da PIPKIIα em megacariócitos realizados por Schulze et al., em 

2006, demonstraram que houve efeitos prejudiciais no sistema de demarcação de membrana 

(SDM) e na expansão do tamanho celular, sugerindo que a PI4,5P2 tem, também, a função 

de facilitar o desenvolvimento do SDM e organizar os filamentos de actina na biogênese 

das plaquetas. 

A clivagem do PI4,5P2 é necessária para ativar a sinalização dos leucócitos 

polimorfonucleares quando em contato com substâncias quimioatraentes e para direcionar a 

migração destas células. No entanto, este mecanismo, ainda não é totalmente 

compreendido. Pike e Arndt, em 1988, foram os primeiros a identificar a presença da PIPK 

em neutrófilos (Pike e Arndt, 1988). Estas células, quando est imuladas por um fator 

quimiotáxico, adquirem rapidamente a forma polarizada. Esta conformação decorre do 

aparecimento de ondas de contração equatorial, perpendiculares ao eixo de polarização, 
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iniciadas pela interação da substância quimiotáxica com o seu receptor, na superfície do 

neutrófilo. Lacalle et al., realizando experimentos de silenc iamento gênico da PIPKIβ, 

observaram a inibição da polarização e, consequentemente, prejuízo no direcionamento da 

quimiotaxia de células dHL60 (células de leucemia promielocítica diferenciadas) (Lacalle 

et al., 2007). Adicionalmente, este mesmo estudo, verificou um efeito positivo na regulação 

da quimiotaxia dos neutrófilos quando o gene da PIPKIβ foi superexpresso.  

Durante o processo inflamatório, as integrinas desempenham o papel de promover a 

firme adesão dos neutrófilos às células endoteliais. Recentemente, Xu et al. demonstraram 

que a deficiência da PIPKIγ prejudica o recrutamento de neutrófilos por ocasionar um 

defeito no mecanismo de adesão. Este estudo sugeriu que a PIPKIγ regula o processo de 

adesão, facilitando a ativação da RhoA GTPase e das integrinas pelos quimioatraentes (Xu 

et al., 2010). Embora o papel da PIPK Tipo I na sinalização dos neutrófilos tenha sido 

avaliado em algumas pesquisas, ainda não há trabalhos sobre as funções da PIPK Tipo II 

nestas células. 

Alguns estudos caracterizaram as PIPKs na membrana de eritrócitos humanos 

permitindo que muitas das suas propriedades bioquímicas fossem elucidadas. Em 1989, 

Ling et al. purificaram uma proteína 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 está presente em grandes quantidades em células provenientes 

da medula óssea, podendo influenciar, através da produção de PI4,5P2, as células 

precursoras eritróides (Bazenet et al., 1990). A primeira PIPK a ser clonada dos eritrócitos 

foi a PIPKIIα (Boronenkov e Anderson, 1995). Além disso, Clarke et al., em 2008, 

investigando as localizações dos subtipos da PIPK Tipo II em vários tecidos, demonstraram 
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RET (%)  3,9  1,87  

Perfil Hb  HbA2 +HbA+Hb H  HbA2 +HbA+Hb H (+Hb Bart’s)  

HbA2 (%)  1,23  1,27  

HbF (%)  1,53  1,74  

Hb H (%) 18,7 5,0 

Genótipo -α3,7/--SEA -α3,7/--SEA 

 

A expressão do gene PIPKIIα, localizado no cromossomo 10p12, ainda não havia 

sido previamente detectada em reticulócitos e, também, durante a diferenciação eritróide de 

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

hemolíticas ainda não está definido (Wenning, 2007; Wenning et al., 2009). 

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

hematopoiéticas e, também, a sua relação com a expressão dos genes de globinas. A principal 

proposta do presente estudo foi, através da técnica de RNA de interferência (RNAi), silenciar 

o gene da enzima PIPKIIα em células de linhagem eritroleucêmica humana (K562), 

analisando posteriormente o fenótipo celular resultante, com ênfase no grau de expressão dos 

genes das globinas α e γ. 
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2. OBJETIVOS 
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O presente trabalho teve como objetivos principais induzir o silenciamento 

estável do gene da PIPKIIα em células K562 e avaliar os efeitos na proliferação, ciclo 

celular, apoptose, e na expressão dos genes das globinas α e γ. Adicionalmente, 

caracterizar a expressão gênica e protéica da PIPKIIα em células de linhagens de 

leucemias mieloides agudas humanas (K562, KG1, NB4, HL60 e P39), determinar a 

localização celular da PIPKIIα em células hematopoiéticas (K562, NB4 e HL60) e 

avaliar a expressão gênica durante as diferenciações eritroide e megacariocítica das 

células K562, e durante a diferenciação granulocítica 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 

PIPKIIα gene was found to be expressed differentially in reticulocytes from two siblings 

with hemoglobin (Hb) H disease, suggesting a possible relationship between PIPKIIα and  

the production of globins. Here, we investigated PIPKIIα gene and protein expression, 

protein localization in hematopoietic-derived cells during their differentiation and the 

effects of PIPKIIα silencing on K562 cells. PIPKIIα silencing resulted in an inc rease in α 

and γ 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 

PIPKIIα is widely expressed in hematopoietic-derived cells, is localized in their cytoplasm 

and nucleus and is upregulated during erythroid differentiation. We also showed that 

PIPKIIα silencing can induce α and γ 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 (PI4,5P2) is a second messenger that 

regulates several cell processes, including cytoskeleton dynamics, vesicle trafficking, focal 

adhesion, migration, proliferation, survival and gene transcription[1]. PI4,5P2 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 PI4,5P2-mediated 

events are PIP kinases, which in turn are involved in PI4,5P2 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 PI4,5P2 by catalyzing the 

phosphorylation of phosphatidylinositol-4-phosphate (PI4P) and phosphatidylinositol-5-

phosphate (PI5P), respectively. In mammalian cells, three isoforms of PIPKI and PIPKII 

subfamilies encoded by distinct genes are found (α, β and γ)[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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Materials and methods 

 

Cell culture and reagent chemicals  

A panel of human myeloid hematopoietic cell lines which included the K562, KG1, 

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% CO2. The 

P39 cell line was kindly provided by Prof. Eva Hellström-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 IIITM 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). PIPKIIα, α-globin and γ-globin 
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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 50μM of hemin (HE) and 100 μM hydroxyurea (HU) for 4 days and evaluated by 

benzidine staining as previously described [20]. NB4 cells were induced to undergo 

granulocytic differentiation with 10-6 M ATRA for 4 days and evaluated by morphologic 

analysis and CD11b expression [21].  

 

Generation of PIPKIIα-knockdown cells 

To generate PIPKIIα-knockdown K562 cells, small hairpin-type RNAi 

oligonucleotide specific for PIPKIIα (sc-39139-SH, shPIPKIIα) 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). shPIPKIIα or shControl cells were selected by treatment with 2 µg/mL of 

puromycin for 28 days before the experiments. Cells that were only e lectroporated 

(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, 5x104 Control or shPIPKIIα 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 µM) for 48h. After incubation, 10 µL of a 5 

mg/mL solution of MTT was added to the wells and incubated at 37ºC for 4 h. The react ion 

was stopped by using 100 µL of 0.1 N HCl 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 4ºC and stained with 20µg/mL 

propidium iodide (PI) containing 10µg/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, USA) 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 shPIPKIIα 

cells were seeded on 12-well plates and either treated or not with different concentrations of 

imatinib mesylate (0.5 or 1 µM) for 48h. They were then washed twice with ice cold PBS 

and resuspended in binding buffer containing 1 µg/mL PI and 1µg/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 t-test or Mann-Whitney test was used. The level of 

significance was set at P≤0.05. 
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Results 

 

PIPKIIα is widely expressed in hematopoietic-derived cells 

Quantitative PCR and Western blot were used to examine PIPKIIα expression in 

hematopoietic-derived cells (K562, KG1, NB4, HL60 and P39). qPCR analysis showed that 

PIPKIIα was expressed in all the hematopoietic-derived cell lines analyzed and that there is 

a slight increase in the gene expression of PIPKIIα in K562 compared with the other cell 

lines (Figure 1A). Western blot analysis showed that the protein expression levels of 

PIPKIIα in K562, KG1 and NB4 cells were close (Figure 1B). Additionally, we determined 

the cellular localization of PIPKIIα in hematopoietic cells. Confocal analysis revealed that 

PIPKIIα is localized in the cytoplasm and nucleus of hematopoietic-derived cells (K562, 

HL60 and NB4; Figure 1C). 

 

PIPKIIα is upregulated during erythroid differentiation, but not during 

megakaryocytic and granulocytic differentiation 

To address the expression of PIPKIIα 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% benzid ine-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 PIPKIIα 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 PIPKIIα is involved specifically in erythroid differentiation.  

 

Efficient silencing of PIPKIIα expression in K562 cells after shRNA transfection 

K562 cells were used to examine the effects of PIPKIIα silencing in hematopoietic 

cells. After selection with puromycin, mRNA and protein levels of PIPKIIα were 

determined by qPCR and Western Blot. A significant reduction in PIPKIIα mRNA levels 

(79±8%) was observed in shPIPKIIα compared with shControl or Control cells (Figure 

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

 

PIPKIIα silencing induces α-globin and γ-globin expression 

Since PIPKIIα 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 PIPKIIα during erythroid differentiation, we investigated 

the effects of PIPKIIα knockdown on α-globin and γ-globin expression. Interestingly, 

qPCR analysis showed a significant increase in α-globin expression in shPIPKIIα cells 

compared with shControl or Control cells (P<0.05) (Figure 4A).  A significant but 

borderline increase in γ-globin was observed in shPIPKIIα 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 PIPKIIα results in a slight decrease in proliferation without affecting 

cell cycle and apoptosis 

Finally, we checked the role of PIPKIIα in cell proliferation, cell cycle and 

apoptosis in K562 cells. After 48 h of culture, proliferation was reduced in shPIPKIIα 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 

shPIPKIIα 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 shPIPKIIα and Control cells (Figure 6). 

These data suggest that shPIPKIIα 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 PIPKIIα expression in hematopo ietic cells during their 

differentiation and analyzed the effects of PIPKIIα silencing on K562 cells. Our results 

show that PIPKIIα is widely expressed in hematopoietic-derived cells, is localized in the 

cytoplasm and nucleus and is upregulated during erythroid differentiation of K562 cells. 

PIPKIIα silencing resulted in an increase in the expression of α and γ globins and a slight 

decrease in cell proliferation in K562 cells without any effect on the modulation of cell 

cycle progression and apoptosis. Stud ies of PIPKIIα have rarely addressed hematopoiesis, 

and a previous study correlated the higher mRNA levels of PIPKIIα with an increase in β-

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 PIPKIIα 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 α and γ globins was observed in PIPKIIα- silenced cells. Interestingly, PIPKIIα 

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 PIPKIIα 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 PIPKIIβ in breast cancer cells leads to morphological 

changes and enhances cell proliferation[25]. Our findings suggest that PIPKIIα may also be 

involved in cell proliferation as PIPKIIα knockdown resulted in a decrease in cell 

proliferation, although no differences were observed in cell cycle progression and apoptosis 

between PIPKIIα knockdown and control cells. However, knockout mice for PIPKIIα do 

not  have obvious phenotype aberrations[26], indicating that PIPKII isoforms may have 

redundant functions. The association between PIPKIIα and β in vitro and in vivo has been 

described in HEK293 cells, and this interaction is predominant in the nucleus; the same 

study showed that PIPKIIα has much greater activity than PIPKIIβ, and PIPKIIβ is 

responsible for modulating the cellular localization of PIPKIIα [24]. Another study found 

an association between PIPKIIα and β 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 PIPKIIα is expressed and localized in the 

cytoplasm and nucleus in hematopoietic cells and is upregulated during erythroid 

differentiation. PIPKIIα 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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4. DISCUSSÃO 
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O processo hematopoiético corresponde a um desenvolvimento hierárquico 

organizado iniciado pelas células-tronco hematopoiéticas. Essas células apresentam a 

capacidade de se diferenciar, gradualmente e progressivamente, nas diferentes linhagens 

hematopoiéticas, o que resultará em células sanguíneas diferenciadas. Este processo 

necessita ser regulado por efeitos do microambiente, pela atuação de fatores de crescimento 

que promovem a sobrevivência, proliferação e diferenciação das células progenitoras, e por 

fatores nucleares que regulam a transcrição de todos os genes envolvidos (Ferreira et al., 

2005; Stachura et al., 2006). O mecanismo pelo quais os genes dos mamíferos são ativados 

e regulados durante a diferenciação e desenvolvimento celular ainda não é bem 

compreendido, mas é evidente a importância da interação de elementos “cis” (promotores, 

estimuladores e silenciadores) com fatores “trans-acting” (coativadores, adaptadores, 

modificadores de cromatina e fatores transcricionais), que conjuntamente provocam 

mudanças no padrão de expressão gênica e estão associados a modificações nos fatores 

epigenéticos (metilação, replicação e acetilação das histonas) (Higgs, 2004). A recente 

descoberta de mutações alterando fatores “trans acting”, o entendimento de como os genes 

da globina α e β são normalmente regulados durante a hematopoiese, e ainda, análises de 

mutações hereditárias e adquiridas, podem ajudar a entender a heterogeneidade clínica das 

hemoglobinopatias, incluindo as talassemias α (Higgs, 2004). Os mecanismos regulatórios 

envolvidos na transformação de células-tronco hematopoiéticas em células maduras ainda 

não são totalmente compreendidos. As PIPKs pertencem a uma família de enzimas lipídio 

quinases que geram vários mensageiros lipídicos, incluindo um importante segundo 

mensageiro denominado PI4,5P2 que regula diversas atividades celulares, como a 

modulação do citoesqueleto de actina, o transporte de vesículas, a formação de adesão focal 

e diversos eventos nucleares. Na década de 90 estas enzimas foram isoladas de vários 
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tecidos e células, incluindo cérebro, medula da adrenal, fígado e eritrócitos. Existem 

evidências que a fosforilação de proteínas exerce um efeito na maturação dos eritrócitos e 

na manutenção do seu formato discóide (Backman, 1988). No entanto, o papel das PIPKs 

nas células hematopoiéticas ainda não foi totalmente elucidado. Nosso estudo foi o 

primeiro a caracterizar a expressão gênica e protéica da PIPKIIα em células de linhagem 

hematopoiéticas (K562, KG1, NB4, HL60 e P39). A expressão do gene da PIPKIIα, 

aparentemente, difere entre as linhagens, sendo maior nas células K562. Já em relação ao 

nível protéico, as linhagens K562, KG1 e NB4 apresentaram resultados muito próximos.  

Além disso, pudemos demonstrar através da microscopia confocal que a PIPKIIα está 

localizada no núcleo e no citoplasma de células das linhagens K562, HL60 e NB4. A 

localização nuclear desta proteína está, provavelmente, relacionada com o processamento 

do pré-RNA mensageiro, desempenhando, também, um papel na expressão gênica. Os 

dados obtidos no nosso estudo de localização celular corroboram com o recente estudo de 

Wang et al. que analisou a distribuição da PIPKIIα em linhagens de linfócitos B (DT40) 

(Wang et al., 2010). Adicionalmente, Bultsma et al.. demonstraram que a interação entre as 

PIPKIIα e PIPKIIβ, in vitro e in vivo, ocorre, predominantemente, no núcleo de células 

HEK293 (Bultsma et al., 2010). Estes dados sugerem que a ocorrência de heterodímeros 

entre estas as duas isoformas da PIPKII, no núcleo, regula a atividade, localização e, 

possivelmente, direciona-os para os diferentes alvos da sinalização intracelular nos quais 

estas proteínas estão envolvidas. 

Recentemente, um estudo desenvolvido em nosso laboratório por Wenning et al.  

analisou a expressão gênica diferencial em reticulócitos de dois irmãos com talassemia α 

(Doença da Hb H), com a mesma base molecular da doença e diferentes percentuais de Hb 

H nas hemácias do sangue periférico e observou-se que os genes da enzima PIPKIIα e da 
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de um determinado gene e procedem do genótipo para o fenótipo. Esta poderosa estratégia 

é chamada de “genética reversa”, em oposição à abordagem clássica (direta) (Wicking e 

Williamson, 1991). Desde o final dos anos 90, os short interfering RNAs têm sido 

utilizados para se estudar a função de genes. Essas pequenas moléculas de RNA são 

intermediárias de um processo conhecido como RNAi (Baulcombe, 2002). Esse fenômeno 

foi descrito pela primeira vez no nemátodo Caenorhabditis elegans, em 1998, quando se 

observou que a presença de apenas algumas poucas moléculas de RNA dupla-fita (dsRNA) 

eram capazes de abolir a expressão de um determinado gene com seqüência similar àquele 

dsRNA (Fire et al., 1998). Neste trabalho, pela primeira vez em células de linhagem 

eritroleucêmica humana, foi possível demonstrar pela redução na produção da proteína 

PIPKIIα, através da técnica de RNAi, mediada por moléculas de shRNA, que a diminuição 

da expressão do gene da PIPKIIα provoca um aumento significativo da expressão gênica e 

protéica da globina α. Observamos, também, uma tendência de maior expressão gênica e 

protéica da globina γ (p=0,05). Estes resultados evidenciam uma relação entre esta enzima 

e a síntese de Hb nas células K562. 

A alteração da sinalização normal pode ocorrer como resultado de mutações, 

alteração de expressão ou ativação dos componentes das vias de sinalização, com 

consequente alteração na regulação da proliferação, diferenciação e apoptose celular. Luoh 

et al., em 2004, observaram modificações na morfologia celular e um aumento na 

proliferação das células de câncer de mama que tinham o gene da PIPKIIβ superexpresso 

(Luoh et al., 2004). Nós observamos que o silenciamento do gene da PIPKIIα não afetou a 

progressão do ciclo celular e apoptose, mas resultou em uma diminuição na proliferação 

celular das células K562. No entanto, animais submetidos ao knockout para o gene da 
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PIPKIIα não apresentaram fenótipos aberrantes, sugerindo que isoformas das PIPKs podem 

ter funções redundantes (Clarke et al., 2007).  

Em resumo, o presente estudo demonstrou que a PIPKIIα estava presente no núcleo 

e citoplasma das células de linhagem hematopoiética. Durante a diferenciação eritroide das 

células K562, o gene da PIPKIIα foi superexpresso, e durante o silenciamento gênico houve 

um discreto aumento da expressão dos genes γ, elevação significativa da expressão dos 

genes α e diminuição da proliferação celular. Esses resultados corroboram a sugestão prévia 

de existência de relação entre a PIPKIIα e a expressão dos genes de globinas, relação que 

deve continuar a ser investigada em células eritroides normais e de pacientes com 

hemoglobinopatias. 

A elucidação dos mecanismos regulatórios envolvidos na modulação da expressão 

dos genes das globinas α e γ pela PIPKIIα nas células hematopoiéticas dependem, ainda, de 

estudos que investiguem o perfil da expressão gênica e protéica de outras proteínas 

envolvidas na via de sinalização celular por fosfoinositídeos durante a diferenciação 

eritroide e o papel do PI4,5P2 na regulação da expressão gênica.  
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5. CONCLUSÕES 
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1) A PIPKIIα encontra-se presente nas células de linhagem hematopoiética K562, KG1, 

NB4, HL60 e P39. A expressão do gene da PIPKIIα difere entre as linhagens, sendo 

maior nas células K562. Já em relação ao nível protéico, as linhagens K562, KG1 e NB4 

apresentaram resultados muito próximos; 

2) A PIPKIIα está localizada e no núcleo e citoplasma das células das linhagem 

hematopoiéticas K562, Hl60 e NB4; 

3) A maior expressão gênica da PIPKIIα ocorre durante a diferenciação eritroide das 

células K562; 

4) Não há mudanças na expressão gênica da PIPKIIα durante a diferenciação 

megacariocítica das células K562, e durante a diferenciação granulocítica das células 

NB4; 

6) A inibição da PIPKIIα resulta em aumento da expressão gênica e protéica da globina α e 

uma tendência de aumento da globinas γ em células K562. 

5) O silenciamento da PIPKIIα resulta em redução da proliferação das células K562, mas 

não afeta o ciclo celular e a apoptose. 
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ANEXO 1: DADOS ESTATÍSTICOS UTILIZADOS PARA ELABORAÇÃO 
DO MANUSCRITO 
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Análise Descritiva e Comparativa entre Grupos - Diferenciação Eritroide 
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Análise Descritiva e Comparativa entre Grupos - Diferenciação 
Granulocítica 
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Análise Descritiva e Comparativa entre Grupos -Diferenciação 
Megacariocítica 
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Análise Descritiva e Comparativa entre Grupos - Proliferação 

 Análise Descritiva e Comparativa entre Grupos –PIPKIIA 
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ANEXO-2: PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA/FCM/UNICAMP 
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