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RESUMO 
 

Espécies reativas de oxigênio (EROs) são produtos gerados naturalmente pelo 

metabolismo celular e em baixos níveis fisiológicos desempenham importante papel na 

regulação intracelular, enquanto que em excesso podem causar diversos danos às 

células. Para combater esses danos, as células apresentam um complexo mecanismo de 

defesa incluindo diferentes enzimas que atuam como antioxidantes. Dentre estas 

enzimas e, principalmente em células como os eritrócitos, que são expostas a altos 

teores de oxigênio molecular, as Peroxirredoxinas (Prxs), se destacam pela abundância e 

grande reatividade com os seus substratos. Neste tipo celular, quando ocorrem doenças 

hemolíticas como a anemia falciforme e a beta talassemia, uma maior produção de 

EROs e consequentemente de danos oxidativos são observados, agravando 

sobremaneira o quadro clínico dos pacientes acometidos por estas doenças. Nessas 

doenças, a PRDX2 aparenta ser uma importante linha de defesa antioxidante, já que é a 

terceira proteína mais presente no citosol do eritrócito. Diante disso, esse trabalho teve 

como objetivo a avaliação do papel de PRDX2 em células K562 diferenciadas para a 

expressão de características eritróides, através do silenciamento gênico de PRDX2 

utilizando shRNA. Foi possível a obtenção de uma inibição de 70% da expressão de 

PRDX2, a qual causou diminuição na proliferação, viabilidade e interação celular, 

mostrando a importância da PRDX2 na proteção oxidativa nesse tipo celular. Com o 

objetivo de avaliar a modulação do sistema antioxidante nestas células, analisamos 

também, o padrão de expressão gênica e proteica de todas as outras PRDXs além da 

expressão gênica de outras enzimas antioxidantes durante o processo de diferenciação. 

Verificamos que a inibição da expressão de PRDX2 afeta negativamente a expressão de 

PRDX5 e causa o aumento da expressão de seus redutores biológicos, o que aumentaria 

a reciclagem de PRDX2 compensando sua falta na célula. Esse dado é inédito na 

literatura e análises adicionais são necessárias para melhor compreender essa interação 

além dos mecanismos moleculares envolvidos na expressão de enzimas relacionadas na 

proteção contra EROS. A compreensão destes mecanismos parece importante para 

colaborar com o melhor entendimento da fisiopatologia de doenças hemolíticas, 

identificando possíveis alvos que auxiliem no manejo e que possam amenizar os efeitos 

da doença desses pacientes. 

Palavras-chave: Peroxirredoxinas, hemácias, células K562, Silenciamento gênico. 



 

 

ABSTRACT 

Reactive oxygen species (ROS) are products naturally generated by the cell metabolism 

and at low levels play an important physiological role in intracellular regulation, 

whereas in excess can cause damage to cells. To combat this damage, cells present a 

complex defense mechanism including different enzymes which act as antioxidants. 

Among these enzymes, and especially in cells such as erythrocytes, which are exposed 

to high levels of molecular oxygen, the Peroxiredoxins (Prxs), stand out for the 

abundance and great reactivity with its substrates. In this cell type, when occurs 

hemolytic diseases such as sickle cell anemia and beta thalassemia, increased 

production of ROS and consequently oxidative damage are observed, greatly 

aggravating the clinical picture of patients affected by these diseases. In these diseases, 

the PRDX2 appears to be a major line of antioxidant defense, as it is the third most 

present protein in the cytosol of the erythrocyte. Therefore, this study aimed to assess 

the role of PRDX2 in differentiated K562 cells for the expression of erythroid 

characteristics, through gene silencing using shRNA_PRDX2. It was possible to obtain 

a 70% of the PRDX2 expression inhibition, which caused a decrease in the 

proliferation, cell viability and interaction, showing the importance of PRDX2 in 

oxidative protection on this cell type. In order to evaluate the modulation of antioxidant 

system in these cells, we also analyzed the pattern of gene and protein expression of all 

other PRDXs beyond the gene expression of other antioxidant enzymes during the 

process of differentiation. We found that inhibition of PRDX2 expression adversely 

affects the expression of PRDX5 and causes increased expression of their biological 

reducing agents, which increase the recycling PRDX2, compensating for their lack the 

cell. These data are not get described in the literature and additional analysis is needed 

to better understand this interaction beyond the molecular mechanisms involved in the 

expression of related enzymes in protection against ROS. Understanding these 

mechanisms seems important to work with a better insight of the pathophysiology of 

hemolytic diseases by identifying possible targets to assist in the management and can 

mitigate the effects of the disease in these patients. 

 

Key words: Peroxiredoxins, erythrocites, K562 cells, gene silencing.  
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1.0 – INTRODUÇÃO 

 
 

1.1 - Espécies Reativas de Oxigênio 

 

 

Espécies reativas de oxigênio (EROs) é um termo abrangente que descreve 

radicais livres derivados de O2 como ânion superóxido (O2
• −

), radical hidroxila (HO•) e 

peroxil (RO2•) assim como, não radicais derivados de O2 como o peróxido de 

hidrogênio (H2O2), peroxinitritos, peróxidos de lipídeos, dentre outros. EROs são 

produtos gerados naturalmente pela redução incompleta do oxigênio durante processos 

metabólicos, exposição a agentes externos ou como resposta secundária a diversas 

enfermidades [1–3]. 

A maioria dos estudos sugere que, a maior parte da produção de EROs 

intracelular é derivada da mitocôndria. Durante a produção de energia, até 5% de todo o 

produto da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial escapa na forma de radical 

superóxido (O
2•-

) e peróxido de hidrogênio (H2O2) [4,5]. Estas moléculas ao receberem 

elétrons através de reações com metais divalentes pelas reações de Fenton e Haber 

Weiss podem formar radical hidroxila (
•
OH), que é extremamente reativo. Em baixos 

níveis fisiológicos, EROs estão envolvidas na regulação da proliferação celular, além de 

terem papel de "mensageiros" redox na sinalização intracelular [3,6,7]. Entretanto, 

quando essas espécies excedem a capacidade antioxidante das células, são responsáveis 

pela oxidação de biomoléculas como proteínas, lipídios e DNA, causando danos a 

organelas e podendo levar a morte celular [1,8–10]. 

 

1.2 - Defesas Celulares Contra Estresse Oxidativo 

 

 

A produção intracelular de EROs é balanceada por um complexo sistema de 

defesa antioxidante que inclui enzimas como Superóxido Dismutase (SOD), Catalase 

(CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). SOD catalisa a conversão de superóxido em 

peróxido de hidrogênio, enquanto que, a CAT e a GPx convertem o peróxido de 

hidrogênio em água [1,11]. Além destas enzimas já bem caracterizadas, as 

peroxirredoxinas (Prx), uma importante família de enzimas antioxidantes capazes de 



13 

 

catalisar a redução de hidroperóxidos através de cisteínas altamente reativas presentes 

em seus sítios ativos [11,12]. 

 Uma variedade de outras moléculas não-enzimáticas, de baixa massa molecular 

também participam da eliminação de EROs, dentre elas o piruvato, ascorbato (vitamina 

C), tocoferóis (vitamina E), flavonóides, carotenóides e a glutationa (GSH). Esta última 

está presente em concentrações milimolares dentro das células [1,13,14].  

 

1.3 – Peroxirredoxinas  

 

Dentre as três classes enzimáticas capazes de decompor hidroperóxidos, as Prx e 

as GPx se destacam uma vez que, além de decompor H2O2, também são capazes de 

decompor hidroperóxidos de lipídeos e peroxinitritos, o que aponta uma grande 

versatilidade na proteção celular contra hidroperóxidos [15].  

A primeira Prx foi identificada com base na capacidade de proteger proteínas 

contra prejuízos oxidativos induzidos por espécies reativas de oxigênio em sistemas 

redutores contendo tióis [16–18]. A enzima foi denominada Tsa1p (Thiol specific 

antioxidant protein). Diversas isoformas foram identificadas nos mais diversos 

organismos e denominadas coletivamente como Prxs ou tiorredoxinas peroxidases, em 

razão do substrato redutor fisiológico ser na maioria das vezes a enzima tiorredoxina 

[12,17,19]. As Prx são enzimas altamente expressas, com múltiplas isoformas presentes 

na maioria dos organismos: em Escherichia coli, por exemplo, já foram descritas 3 

isoformas, 5 em Saccharomyces cerevisiae, 6 em Homo sapiens e 9 em Arabidopsis 

thaliana [20]. Muitas exibem taxas de redução de peróxido muito elevadas na ordem de 

10
6
 a 10

8
 M

-1
 s

-1
, utilizando uma conservada arquitetura do sítio ativo altamente 

especializado para a redução de peróxidos  [21,22]. A elevada eficiência catalítica, bem 

como a abundância dessas proteínas nas células tornam-nas importantes scavengers de 

peróxido (capazes de neutralizar peróxidos formando compostos não reativos), sendo 

cada vez mais reconhecido que as Prxs desempenham um papel essencial na 

detoxificação e defesa contra agentes oxidantes prejudiciais à célula [11,22,23]. Além 

disso, as Prx estão implicadas em muitos processos diferentes como sinalização celular, 

proliferação, diferenciação, citotoxidade de células natural killer, apoptose e 

permeabilidade da mitocôndria [24,25]. 

Adicionalmente à ampla distribuição das Prx entre os diferentes organismos, esta 

família de proteína pode ser encontrada nos mais diversos compartimentos celulares. 
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Como mencionado anteriormente em humanos já foram descritas 6  isoformas de Prxs, 

as quais já foram detectadas  nos mais diversos ambientes celulares, sendo encontradas 

no citosol (PRDX1, PRDX2 e PRDX6), mitocôndria (PRDX3 e PRDX5), peroxissomo 

(PRDX5), Retículo endoplasmático (PRDX1 e PRDX4) e até mesmo no ambiente 

nuclear (PRDX1) [15,21,26,27]. 

 

1.4 - Ciclo REDOX das peroxirredoxinas 

 

O contexto estrutural e as propriedades bioquímicas das Prx são aspectos que 

fundamentam sua alta reatividade e abundância nas células. As Prx possuem um 

enovelamento característico na qual uma folha , formada por quatro fitas, é circundada 

por quatro hélices , o qual é denominado fold tiorredoxina (Trx). Cabe ressaltar que 

apesar do enovelamento ter sido inicialmente descrito em Trx estudos demonstram que 

este é um enovelamento bastante ancestral, e adicionalmente às Prx, um grande número 

de proteínas apresenta este enovelamento [28–30].  

A atividade das Prx depende de um resíduo de cisteína contida num sítio ativo 

do motivo catalítico PxxxTxxC (onde P designa Prolina; T, Treonina; C, Cisteína e x 

designa qualquer aminoácido) [11,21]. Estudos demonstraram que, um segundo resíduo 

de cisteína está geralmente, mas não sempre, presente e conservado próximo à porção 

C-terminal, definindo classes de Prx contendo 1 ou 2 cisteínas [18].  Diversas 

classificações já foram propostas para as Prx levando em consideração diferentes aspectos 

destas enzimas [20,28,31,32]. Muitos trabalhos utilizam a classificação baseada no número 

de cisteínas envolvidas na catálise (1-Cys Prx e 2-Cys Prx) e pelo tipo de dissulfeto que é 

formado durante a catálise: inter ou intramolecular (2-Cys Prx típica ou atípica, 

respectivamente) [21,33]. Adicionalmente, as cisteínas da Prx podem ser classificadas de 

acordo com o seu papel no ciclo catalítico como cisteína peroxidásica (CP) ou cisteína 

de resolução (CR) [21] (Figura 1). 

O ciclo catalítico das Prxs é iniciado pelo ataque da cisteína peroxidásica CP-SH 

ao oxigênio do peróxido, clivando a ligação O-O do peróxido e formando ácido 

sulfênico no resíduo CP (CP-SOH) com liberação de H2O no caso do H2O2 e de derivado 

de álcool no caso de peróxidos de lipídeos [34]. A redução do ácido sulfênico determina 

se a enzima é um 1-Cys Prx ou 2-Cys Prx. As 1-Cys Prx possuem somente a CP e sua forma 

oxidada (CP-SOH) pode ser reduzida por ácido ascórbico ou tiorredoxina (Figura 1C) [35]. 

No caso das 2-Cys Prx o ácido sulfênico é atacado por uma segunda cisteína, denominada 
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de cisteína de resolução (CR), liberando H2O e formando uma ligação dissulfeto inter ou 

intramolecular (Figura 1A e Figura 1B) [35]. 

  

 

Figura 1 – Mecanismo catalítico de três tipos de Prxs. A cisteína peroxidásica (CP) primeiramente reage com o 

peróxido. No caso da 2-Cys Prx típica, a CP reage com a cisteína de resolução CR presente na segunda unidade do 

dímero formando uma ligação intermolecular (A), enquanto que na 2-Cys Prx atípica a CR está localizada na mesma 
cadeia polipeptídica formando uma ligação intramolecular (B). O ácido sulfênico derivado da 1-Cys Prx é 

diretamente regenerado por um doador de elétrons para a forma tiol (C) (Adaptado de: Barranco-Medina et al., 2009 

[33]). 

 

 

 Recentemente foi proposta uma nova classificação de Prx baseada em 

sequências funcionalmente importantes em torno dos resíduos chave para a atividade da 

proteína e em semelhanças e diferenças entre: interface de oligomerização, sensibilidade 

REDOX, especificidade para doador de elétrons, sensibilidade de inativação com 

diferentes níveis de peróxido e especificidade de substrato oxidante [23]. Para tanto, foi 

criada uma base de dados (PREX - PeroxiRedoxin classification indEX), contendo 3516 

sequências de Prx e propõe uma classificação em 6 subfamílias: AhpC-Prx1, BCP-

PrxQ, Tpx, Prx5, Prx6 e AhpE. [36] 

Trx/TrxR/NADPH

Trx/TrxR/NADPH

GSH e Ascorbato
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A conformação oligomérica da maioria das Prx é dimérica [32,33,37], com raras 

exceções [38]. Entretanto, quando as 2-Cys Prx típicas (subclasse AhpC-Prx1) são 

expostas a altas concentrações de peróxido, a CP fica superoxidada, assumindo a forma 

de cisteína ácido sulfínico (CP-SO2H) ou ácido sulfônico (CP-SO3H) após o ataque do 

ácido sulfênico (CP-SOH) por outras moléculas de peróxido, impedindo a formação do 

dissulfeto com a CR. A redução da Prx hiperoxidada é realizada pela ação da 

sulfirredoxina (SRX). Entretanto, se a hiperoxidação persistir, as Prxs se oligomerizam 

e formam decâmeros, sendo que a união de decâmeros parece estar relacionada com 

atividade de chaperona molecular e função de sinalização celular  [21,39,40] (Figura 

2).  

 

 

 

Figura 2 – Modelo representativo da oligomerização e função de 2-Cys Prx. Em resposta a diferentes fatores, 
especialmente sob condições redutoras, dímeros se oligomerizam para hexâmeros, octâmeros e decâmeros. Se a 

hiperoxidação persistir, Prxs podem se organizar em espécies de alto peso molecular com atividade de chaperona 

(Adaptado de: Barranco-Medina et al., 2009 [33]). 
 

1.5 – EROs  e Sinalização Celular 

 

 As células produzem H2O2 em resposta a diversos estímulos e muitos estudos 

têm demonstrado que esta molécula, ativa várias vias de sinalização [3,7,9,41,42]. 

Outros estudos têm demonstrado que muitas das respostas a fatores de crescimento, 

hormônio e citocinas inflamatórias envolvem sinalização Redox com o H2O2 geralmente 

proposto como um mensageiro secundário. Por exemplo, em células estimuladas por 
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fatores de crescimento como PDGF ou EGF, a produção de H2O2 é requerida para a 

propagação de sinalização de fatores de crescimento [2,3]. 

Assim como a mitocôndria, diversas enzimas incluindo NADPH oxidase 

(NOXs), Xantina Oxidase, Óxido nítrico Sintase e constituintes peroxissomais também 

geram EROs espontaneamente [1]. O peróxido de hidrogênio, diferente de outras 

moléculas mensageiras, age não se ligando a efetores, mas sim oxidando seus resíduos 

críticos, principalmente cisteínas [7]. A oxidação de tióis de proteínas pode alterar sua 

atividade, sua forma e consequentemente suas características de ligação aos seus 

substratos ou mesmo a outras proteínas [2].  

Até então, ainda não está claro como uma molécula tóxica como o H2O2 é capaz 

de oxidar proteínas efetoras seletivamente sem causar dano em outras proteínas e 

lipídeos. Sabe-se que muitos tipos de EROs não migram grandes distâncias de sua fonte 

de produção, por conta de sua instabilidade e reatividade inerente, além da capacidade 

de tamponamento redox da célula [12], isso significa que essas espécies devem reagir 

com biomoléculas próximas à sua fonte de produção [3]. Por outro lado, alguns estudos 

têm demonstrado que o H2O2 pode atravessar a membrana celular através de canais que 

auxiliam o transporte de forma ordenada e em níveis adequados, seja de forma intra ou 

extracelular. Desta forma a resposta celular ao peróxido de hidrogênio não é 

necessariamente local [3,8]. 

Em relação aos peróxidos orgânicos, já foi demonstrado que o peróxido de ácido 

linoleico (L-OOH) também é capaz de ativar reguladores de expressão e estão 

associados à diferenciação e especialização celular uma vez que durante o processo de 

diferenciação ou maturação celular ocorre o remodelamento ou mesmo destruição de 

membranas celulares e organelas subcelulares [43,44]. 

Diante disso, as Prxs parecem ser essenciais candidatos na transdução de sinais 

mediada por peróxidos já que são capazes de decompor uma grande gama de peróxidos, 

possuem uma elevada atividade e, além disso, apresentam alterações estruturais 

dependentes do grau de oxidação da proteína, o qual pode estar relacionado com a 

interação com parceiros biológicos distintos [40]. 

 

1.6 – Células Eritrocitárias  
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Os eritrócitos representam o tipo celular sanguíneo mais abundante, e nos 

vertebrados constituem o principal meio de transporte de oxigênio dos 

pulmões/brânquias a todos os tecidos do corpo através do sangue [45]. Células 

eritrocitárias maduras apresentam-se como um disco bicôncavo achatado com um 

diâmetro de 8 micrômetros e espessura de 2 micrômetros, tendo uma média de tempo de 

vida de 120 ± 20 dias [46]. O constituinte citoplasmático mais abundante é a 

hemoglobina (95% das proteínas citoplasmáticas) e suas membranas são constituídas 

por 50% de proteínas, 40% de lipídeos e 10% de carboidratos [47].  

Por conta da ausência das organelas celulares particularmente o núcleo e a 

mitocôndria, células eritrocitárias perdem a habilidade de sintetizar aminoácidos e 

ácidos graxos e, portanto esse tipo celular possui uma capacidade limitada de 

metabolismo, suficiente apenas para sobreviver, e são continuamente removidas de 

circulação e substituídas por células novas formadas na medula óssea [46,48]. 

 A principal função da hemoglobina é absorver, transportar e distribuir o 

oxigênio para os diversos tecidos do organismo. Possui uma estrutura globular e 

quartenária, constituída de quatro subunidades iguais, duas a duas, compostas de dois 

pares de cadeias polipeptídicas, ou cadeias globínicas, sendo um par denominado de 

cadeias tipo alfa e o outro de cadeias do tipo não-alfa ou beta. Sua estrutura é ligada a 

um átomo de ferro, a ferroprotoporfirina IX (grupo heme), que possui a propriedade de 

receber, ligar e/ou liberar o oxigênio nos tecidos (Figura 3) [49,50]. As cadeias alfa 

possuem 141 aminoácidos, sendo que as cadeias beta possuem 146 aminoácidos.  
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Figura 3 - Estrutura da molécula de hemoglobina HbA. A hemoglobina é formada por quatro cadeias 

polipeptídicas, duas do tipo alfa e duas do tipo beta, cada uma associada a um grupamento heme, 

contendo um átomo de ferro ao qual se liga o oxigênio de modo reversível. 

 

 

A síntese das cadeias globínicas é controlada por genes distintos, localizados em 

dois grupamentos cromossômicos diferentes. O grupamento α está situado no braço 

curto do cromossomo 16 (16p13.3) e possui um gene zeta embrionário (ζ2), os 

pseudogenes psi zeta (ψζ1), psi alfa 2 (ψα2),  psi alfa 1 (ψα1), dois genes alfa (α1 e α2, 

que não apresentam diferenças em sua região codificante) e um gene teta () de função 

indeterminada, arranjados no sentido 5’ → 3’, na mesma ordem em que são expressos 

durante o desenvolvimento ontogenético[51,52].  

O grupamento β está localizado no braço curto do cromossomo 11 (11p15.5), é 

composto pelo gene embrionário épsilon (ε), pelos genes gama-alanina (γ
A
) e gama-

glicina (γ
G
) que são característicos do período fetal, pelo pseudogene beta (ψβ) e pelos 

genes delta (δ) e beta (β), que são ativados apenas no final do período fetal e se 

expressam completamente após pós-nascimento. Estes genes estão dispostos no 

cromossomo também na ordem em que são expressos (Figura 4) [53,54]. 

 No decorrer do desenvolvimento ontogenético normal, ocorrem mudanças na 

expressão desses genes, que são os responsáveis pelos diferentes tipos de hemoglobinas 

humanas [55]. 

Nas fases embrionárias e fetal do desenvolvimento humano e após o nascimento, 

encontramos seis tipos diferentes de hemoglobinas. As hemoglobinas expressas na fase 
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embrionária são: Gower 1 (ζ2ε2), Gower 2 (α2ε2) e Portland (ζ2γ2), que deixam de ser 

produzidas no início da fase fetal quando predomina a expressão da hemoglobina fetal 

(HbF) (α2γ2). Conforme aproxima-se o nascimento, a síntese de HbF diminui, sendo 

compensada pela formação das hemoglobinas do adulto: HbA2 (α2δ2) e HbA1 ou HbA 

(α2β2) (Figura 4). Após aproximadamente 28 semanas de vida, as concentrações das 

hemoglobinas alcançam as proporções do adulto, sendo representadas por cerca de 96-

98% de HbA; 2-3,7% de HbA2 e < 1 % de HbF [49,50]. 

 

 

Figura 4 – Grupamento de genes de α  e β globinas e a produção dos diferentes tipos de 

hemoglobinas durante o desenvolvimento humano [51]. 

 

1.7 – Célula K562 como modelo biológico de células eritrocitárias 

 

 

A linhagem de células K562 foi inicialmente estabelecida através de efusão 

pleural de uma paciente de 53 anos com Leucemia Mielóide Cronica (CML) em 1975 

por Lozzio & Lozzio [56]. Durante anos essa célula foi considerada como uma 
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linhagem granulocítica [57–59]. Entretanto estudos posteriores demonstraram que K562 

sintetiza hemoglobinas do tipo fetal e embrionária e que essa síntese é fortemente 

aumentada pelo tratamento com hemina, hidroxiuréia entre outros agentes. 

Adicionalmente à presença de hemoglobina, as células K562 tem algumas 

características em comum com células eritróides humanas, como Glicoproteínas de 

superfície [57,59,60]. Diante desses achados, a linhagem K562 foi classificada como 

uma linhagem eritroleucêmica, equivalente a um precursor de células eritróides e 

megacariocíticas [58]. 

Nos últimos anos, diversos trabalhos têm utilizado a célula K562 como modelo 

biológico in vitro para reproduzir as características de células eritróides ou 

megacariocíticas, auxiliando a elucidar os mecanismos ainda não conhecidos nesses 

tipos celulares [61–64]. Esta plasticidade torna as células K562 excelentes modelos 

experimentais envolvendo o estudo de células eritróides, o que é de fundamental 

importância para o entendimento de doenças como talassemias e anemia falciforme. 

As células K562 possuem um diâmetro de aproximadamente 20μm, possuem um 

citoplasma basofílico sem grânulos e dois ou mais nucléolos proeminentes [60] (Figura 

5). 
 

 

Figura 5 – Morfologia geral de uma célula K562. Podem ser observados seus nucléolos proeminentes e 

ausência de grânulos (Modificado de Koeffler & Golde, 1980 [60]).  

 

 Quando estimulada por agentes como hemina e hidroxiuréia, essas células 

passam por uma diferenciação celular, produzindo cerca de 10x mais hemoglobina do 

tipo fetal e embrionária [63–69]. 

 

4μm
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1.8 – Variantes estruturais da hemoglobina  

 

Atualmente já foram descritas mais de 900 variantes estruturais de 

hemoglobinas, compondo em sua grande maioria anomalias genéticas que afetam as 

propriedades físicas, químicas e estruturais da molécula [50,70]. A maioria dessas 

variações está relacionada à alguma doença hematológica, como a Anemia falsiforme, 

beta e alfa talassemias, deficiência glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), esferocitose 

hereditária, hemoglobinúria paroxística noturna (HPN) [50,70,71].  Dentre as principais 

fisiopatologias dessas doenças estão em geral, instabilidade estrutural da hemoglobina, 

em muitos casos polimerização, hemólise e consequentemente comprometimento no 

transporte de oxigênio pelos tecidos do organismo. 

Nessas doenças hematológicas, algumas respostas fisiológicas são muito 

comuns, como a inflamação, liberação de mediadores citotóxicos e quimiotáticos como 

mecanismo para conter, destruir e remover as causas das alterações celulares. Foi 

observado então que, após diversas respostas celulares, ocorre um “surto” ou explosão 

metabólica no indivíduo, caracterizada pelo aumento do consumo de ATP, aumento da 

oxidação da glicose pela via da hexose monofosfato, do transporte de elétrons e da 

geração de EROs e ERNs (Espécies reativas de Nitrogênio). Esse aumento da produção 

de EROs e ERNs favorece os danos celulares já presentes nessas doenças, como danos 

nas membranas celulares, danos ao DNA, desestabilidade celular e hemólise, o que é 

agravado pelo acúmulo de ferro causado por grande parte dessas doenças [50,70,72–79]. 

 

1.9 – Eritrócitos, produção de EROs e mecanismos de defesa  

 

 

Diversos estudos comprovam que a modulação das EROs tem uma relação 

muito estreita com a fisiopatologia de diversas doenças hematológicas, tais como 

G6PD, HPN, alfa e beta talassemias [50,76,80–83].  

Experimentos realizados em meados dos anos 60 [84] já demonstravam que 

Glutationa peroxidase juntamente com a Catalase aparentam constituir a principal linha 

de defesa enzimática contra os danos causados pelo H2O2 em eritrócitos. Juntamente 

com essas enzimas, a PRDX2 tem um importante papel na defesa contra danos 

oxidativos nos eritrócitos.  A PRDX2 além de ser considerada uma enzima altamente 

reativa, é a terceira proteína mais abundante no citoplasma do eritrócito, tendo sido 
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inicialmente caracterizada como uma proteína associada à membrana já que se liga 

reversivelmente a parede da membrana e está ligada na regulação do canal de Ca
2+

/K
+ 

[85,86]. Estudos realizados recentemente demonstraram que a expressão da PRDX2 se 

mostrou mais alta em eritrócitos de humanos e ratos com β-thalassemia, uma doença 

genética caracterizada pela diminuição ou ausência da cadeia β da hemoglobina que 

leva ao acúmulo de cadeias livres de α-globina associado à diminuição da produção de 

heme e altos níveis de EROs [61,85,87–89]. Desta forma, a PRDX2 tem sido vista 

como uma importante linha de defesa contra os danos oxidativos causados pelo 

aumento de produção de EROs em certas anomalias nos eritrócitos. Entretanto, para 

outras Prxs existentes no citosol das células eritrocitárias (PRDX1 e PRDX6) ainda há 

poucos estudos que abordam suas funções fisiológicas bem como sua relação com o 

aumento de EROs neste tipo celular.  

Diversos estudos têm demonstrado a importância da PRDX2 em outros tipos 

celulares, Smith-Pearson, et al. 2008 [90], demonstrou que em células de gliomas 

PRDX2 é superexpressa e ao ser suprimida sua expressão altera significantemente o 

estado REDOX da célula, aumentando significantemente o nível de EROS intracelular e 

os níveis de H2O2 extracelular.  

Além disso, nesse estudo, eles também analisaram o efeito da supressão de 

PRDX2 na expressão de outras enzimas relacionadas à proteção contra EROs e 

verificaram que nem PRDX1, PRDX3, CATALASE, GPx ou SOD tiveram suas 

expressões alteradas enquanto que a molécula GSH (Glutationa) presente em 

abundância nas células e sua enzima redutora Glutationa Redutase tiveram suas 

atividades reduzidas. De forma similar, esse trabalho tem como objetivo avaliar de que 

maneira a inibição da expressão da PRDX2 afeta a expressão de outras enzimas 

relacionadas à proteção do estresse oxidativo em células com características eritróides. 
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1.0  – JUSTIFICATIVA 

 

O aumento da produção de EROs tem sido relacionado a diversas anormalidades 

em eritrócitos, podendo agravar o quadro das doenças pelo aumento dos danos 

oxidativos nas células. Para combater esses danos, mecanismos antioxidantes são de 

grande importância. As PRDXs têm sido vistas como importantes agentes que previnem 

o dano oxidativo nos eritrócitos, sendo a PRDX2 a terceira proteína mais abundante nas 

células eritrocitárias.  

Até então existem poucos trabalhos que demonstram a relação entre a expressão 

de PRDXs nos eritrócitos, bem como a interação proteica e da modulação de expressão 

entre estas enzimas. Compreender estas relações é de extrema importância para uma 

futura identificação de possíveis alvos de tratamento e um melhor entendimento da 

fisiopatologia de diversas doenças hematológicas.  
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2.0  - OBJETIVOS 

 
Objetivos Gerais  

 

Inibir a expressão gênica e proteica de PRDX2 através do silenciamento gênico 

utilizando RNA de interferência, através da técnica de lipofecção. Avaliar o nível de 

expressão das demais proteínas relacionadas na proteção contra o estresse oxidativo. 

 

Objetivos específicos  

 

(1) Padronização do cultivo de células K562;  

(2) Transfecção de shRNA em células K562 utilizando lipofectamina;  

(3) Seleção das células transfectadas por meio do antibiótico puromicina; 

(4) Avaliar a taxa de inibição gênica de PRDX2 nas células transfectadas; 

(5) Diferenciar as células K562 não transfectadas, K562 transfectadas com 

shRNA_controle e K562 transfectadas com shRNA_PRDX2 em células eritrocitárias 

utilizando hemina e hidroxiuéria como estímulos; 

 (6) Avaliar a taxa de expressão gênica das PRDXs nos diferentes tempos durante a 

diferenciação utilizando qRT-PCR; 

(7) Avaliar a taxa de expressão proteica das PRDXs nos diferentes tempos durante a 

diferenciação utilizando western blotting. 
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4.0 - METODOLOGIA 
 

4.1 – Linhagens e plasmídeos 

 

Linhagens de Escherichia coli 

 

DH5 α - F
-
 Φ80lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk

-
, 

mk
+
) phoAsupE44 λ

-
thi

-
1 gyrA96 relA1 

NEB 5 α - fhuA2 Δ(argF-lacZ) U169 phoA glnV44 Φ80 Δ(lacZ) M15 gyrA96 recA1 

relA1 endA1 thi-1 hsdR17 

 

Linhagem de célula eritroleucêmica 

 

K562 – Célula com características eritróides derivada de paciente com leucemia 

mieloide crônica em fase blástica (ATCC, Philadelphia, USA). 

 

Plasmídeo 

 

Como sugerido pelo fabricante, o plasmídeo utilizado como controle negativo de 

inibição gênica (SHC002-SIGMA-ALDRICH) consiste em um vetor que carreia o 

shRNA sem alvo. A utilização desse vetor proporciona uma ferramenta importante, uma 

vez que se a transfecção for eficiente haverá a internalização do shRNA no núcleo da 

célula, a ativação da via RISC (RNA- Induced silencing complex) mas não haverá 

inibição gênica, uma vez que esse shRNA não tem nenhum gene humano como alvo. A 

sequência do short-hairpin contem 5 pares de bases incompatíveis com qualquer gene 

humano. 

 

pLKO.1-puro - Vetor carreador do shRNA. 

U6 (U6 Promoter); cppt (Central polypurine tract); hPGK (Human phosphoglycerate 

kinase eukaryotic promoter); puroR (Puromycin resistance gene for mammalian 

selection) SIN/3¢ LTR (3’ self inactivating long terminal repeat); f1 ori (f1 origin of 

replication); ampR (Ampicillin resistance gene for bacterial selection); pUC ori (pUC 
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origin of replication); 5’ LTR 5’ (long terminal repeat); Psi (RNA packaging signal); 

RRE (Rev response element) (Figura 6). 

 

 

Figura 6 – Mapa do plasmídeo que será utilizado nos experimentos de transfecção e inibição gênica. 

Informação fornecida pelo fabricante, catálogo SHC002. 

 

Adicionalmente foi gerado o mapa completo do plasmídeo pLKO.1-puro (Em 

Anexo 1) utilizando a sequência do vetor vazio e a ferramenta de análises de vetores do 

site Addgene, esse mapa poderá servir para posteriores análises como digestão do 

plasmídeo ou amplificações específicas. 

 

 

Sequências dos shRNAs 

 

O plasmídeo contendo shRNA_controle foi adquirido da empresa SIGMA-

ALDRICH, em estoque congelado a -20°C contendo 1μg de DNA plasmidial em 

tampão EDTA à 20ng/μl.   

O plasmídeo contendo shRNA_PRDX2 possui as mesmas características do 

plasmídeo contendo shRNA_controle entretanto possui um shRNA com alvo específico 
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para PRDX2. Este foi adquirido pela SIGMA-ALDRICH em estoque congelado a -

80°C contendo bactérias Escherichia coli DH5-α transformadas com o plasmídeo de 

interesse em meio TB (Terrific Broth), ampicilina a 100μg/ml em glicerol 15%.  

 

 

Tabela 1. Informações dos vetores utilizados para a transfecção de shRNA. 

Numero do 

catálogo 

Descrição 

vetor Inserto Sequência do Inserto Estoque 

SHC002 

Controle 

shRNA não 

compatível 

com 

mamífero 

pLKO.1-

puro 

TRC1/1.5 

shRNA não 

compatível 

com genes de 

mamíferos 

CCGGCAACAAGATGAAG

AGCACCAACTC- 

GAGTTGGTGCTCTTCATC

TTGTTGTTTTT 

Vetor estocado em 

tampão Tris-EDTA 

(TE) 

SHCLNG 

NM_005809 

Gene de 

interesse 

PRDX2 

pLKO.1-

puro 

TRC1/1.5 

shRNA 

compatível 

com PRDX2 

de humano 

 

CCGGGCCTGGCAGTGAC

ACGATTAACTCGA- 

GTTAATCGTGTCACTGCC

AGGCTTTTTG 

 

Vetor transformado em 

bactéria estocado em 

Glicerol 

 

 

4.2 – Minipreparação plasmidial 

 

Para obter o plasmídeo das colônias desejadas foi utilizada a mini preparação 

plasmidial utilizando o kit da GE (Illustra TriplePrep Kit - GE) seguindo as orientações 

do fabricante. O DNA plasmidial foi ressuspendido em água DEPC e estocado em 

freezer -20°C. 

 

 

4.3 – Transformação em bactéria competente 
 

 O vetor shRNA_controle foi transformado em bactéria quimiocompetente 

NEB5-α utilizando utilizado 1,5μg de DNA plasmidial. As células competentes foram 

descongeladas no gelo por 10 minutos, foi adicionado o DNA plasmidial e deixado no 

gelo por 10 minutos. Após os 10 minutos, o tubo foi passado imediatamente para o 
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banho Maria a 42°C e deixado 90 segundos a fim de causar choque térmico nas células. 

Foi colocado novamente no gelo por 1-2 minutos, adicionado 800μl de meio LB à 

temperatura ambiente e incubado no shaker a 37°C/180g por 1 hora O conteúdo foi 

centrifugado (4.000g/5 minutos/temp. ambiente) e o sobrenadante foi descartado, 

deixando-se apenas 100μl. O pellet foi ressuspendido no restante do meio e plaqueado 

em placa de petri contendo meio LB sólido (2% ágar e 100μg/ml de ampicilina). A 

placa foi deixada em estufa a 37°C overnight e no dia seguinte foram selecionadas 

colônias isoladas, que foram crescidas em meio líquido com ampicilina. A cultura foi 

utilizada para realizar um estoque com 15% de glicerol, o qual foi guardado em freezer -

80°C. 

 

4.4 – Cultivo de células eritroleucêmicas K562  

 

A linhagem celular K562 foi gentilmente cedida pela Dra. Adriana Duarte do 

Laboratório de Biologia Molecular da Unicamp e todos os procedimentos envolvendo o 

cultivo celular foram realizados no Laboratório de Parasitologia (Departamento de 

Morfologia e Parasitologia - UFSCar), espaço que foi gentilmente cedido pela Profa. 

Dra. Fernanda Anibal.  

K562 são células que proliferam em suspensão e após se adaptarem ao meio, 

dobram de número a cada 24 horas [57,58] e apresentam-se como aglomerados 

celulares em formato de “cacho de uva” (Figura 7). 

 

 

 
80μm 20μm

A B
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Figura 7 – Cultivo de células K562. (A) Células em suspensão de aproximadamente 20μm que foram 

aglomerados celulares em forma de “cachos de uva” (aumento 20X). (B) detalhe para a formação de 

aglomerados (aumento 40X) (Fotos da autora). 

 

Foi utilizado o meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute), o qual é 

considerado um excelente meio de cultivo para diferentes células como HeLa, Jurkat, 

MCF-7, PC12, PBMC e K562 entre outras. A cultura celular foi mantida em frascos de 

poliestireno em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO2. Ao meio foi adicionado 

antibióticos penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 μg/ml) e fungicida anfontericina 

B (0,25μg/ml). A preparação do meio está descrita no Anexo 2. 

Foi utilizado o Soro Bovino Fetal (SBF) como complemento do meio de cultura, 

este contem fatores de crescimento, hormônios, proteínas, peptídeos, nucleosídeos e 

lipídeos importantes para a proliferação celular. Após o descongelamento foi utilizado 

20% de soro por um dia a fim de promover um meio ambiente rico para a recuperação 

ao estresse causado durante o congelamento e descongelamento das células (detalhes 

em Anexo 2).  Após esse período, o meio foi trocado a fim de diminuir a concentração 

de soro bovino fetal, que induziria a diferenciação e retirar o DMSO (solução 

criopreservante) o qual é tóxico à célula. De 2 em 2 dias, aproximadamente, as células 

foram observadas quanto a sua confluência, número, morfologia e possíveis 

contaminações, adicionando-se meio fresco suplementado com 10% de soro bovino 

fetal e trocando-o quando julgar necessário (em casos de mudança de pH ou 

precipitação de células mortas). 

Após aproximadamente 1 semana de cultivo, quando obtivemos um número de 

células suficiente, foi realizado o congelamento de parte das células. Foi utilizada como 

solução criopreservante, DMSO 10% e soro bovino fetal 90%. A cada tubo 

criopreservante foi adicionado 1ml de solução criopreservante contendo 2x10
6
 

células/ml com viabilidade acima de 80%. Os tubos foram armazenados em ultrafreezer 

a -80°C por 12-24 horas e transferidos para o nitrogênio líquido (Detalhes em Anexo 2). 

A contagem das células foi realizada utilizando-se uma câmara de Neubauer. E 

para calcular a viabilidade celular, foi utilizado o reagente azul de tripan (Trypan Blue), 

na concentração final de 0,1%. Este reagente não atravessa membranas íntegras e assim, 

células vivas não permitem a passagem do corante e, logo, não adquirem nenhuma 

coloração. Como as células mortas têm suas membranas danificadas, ocorre o fluxo de 

corante para o interior da célula fornecendo uma coloração azul. Dessa forma células 
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viáveis aparecem com coloração branco/transparente enquanto que células mortas ou 

danificadas apresentam uma coloração azul, a proporção entre o número de células 

vivas e mortas nos fornece uma porcentagem da viabilidade celular.  

 

4.5 – Transfecção das células K562 com shRNA utilizando Lipofectamina 

 

 

 A técnica de transfecção tem sido eficientemente realizada a partir de diferentes 

métodos, que são divididos em métodos biológicos como o uso de vetores virais, 

métodos físicos como a eletroporação e métodos químicos como a utilização de 

lipossomos. 

 Os lipossomos foram descritos originalmente por Bangham & Home (1964) [91] 

depois de ser verificado através de microscopia eletrônica que fosfolipídios em solução 

formavam vesículas compostas de bicamadas concêntricas intercaladas por 

compartimentos de água. [92]. Os lipossomos foram então estudados como modelo de 

membrana e como veículos para o transporte de moléculas, tais como anticorpos, 

insulina e albumina. Sendo assim, diferentes lipossomos passaram a ser estudados 

quanto a sua eficiência de transfecção de RNA e DNA para dentro da célula. 

 Lipofectamina é uma formulação de lipossomos catiônicos e co-lipídios neutros 

(helper lipid), que se complexam com moléculas de ácido nucleico de carga negativa, 

permitindo que essas entrem na célula [93]. A mistura dos dois tipos de lipídios é 

tratada por cavitação para a formação de lipossomos unilamelares de aproximadamente 

100nm de diâmetro.  

Após 1 semana de cultivo, alcançamos um número de 1x10
5
 células/ml em cerca 

de 20-50ml de células (2-5x10
6
) células com 90% de viabilidade e 50-90% de 

confluência. O procedimento de transfecção foi iniciado, no dia da transfecção foram 

preparados 2x10
5 

células em 500μl de meio em cada poço em uma placa de 24 poços. 

Para cada amostra de transfecção, foram preparados complexos de DNA-Lipofectamina. 

Primeiramente, o DNA (vetor contendo shRNA) foi diluído em 50μl de Opti-MEM 

(Meio de cultura com soro reduzido ideal para diluições durante a transfecção utilizando 

lipofectamina) e misturado gentilmente. Em outro tubo foi misturada a lipofectamina 

em 50μl de Opti-MEM e a mistura foi incubada à temperatura ambiente por 5 minutos.  

Após 5 minutos foi misturado o DNA diluído com a lipofectamina diluída, 

totalizando um volume de 100μl. O complexo DNA-lipofectamina foi então incubado à 
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temperatura ambiente por 20 minutos e, em seguida, foi adicionado em cada poço 

contendo a cultura celular.  

A placa foi incubada a 37°C em estufa com atmosfera de 5% de CO2 por 24-48 

horas. Passados dois dias, as células foram observadas em microscópio invertido. Foi 

adicionado meio fresco aos poços e antibiótico puromicina (2μg/ml) para seleção das 

células transfectadas. A placa então foi incubada a 37°C em estufa com atmosfera de 

5% de CO2 por 48 horas. O antibiótico foi adicionado a cada dois dias até que todas as 

células do controle negativo (as quais não foi adicionado o DNA) tenham morrido. 

 

4.6 – Diferenciação de K562 em células eritrocitárias 

 

 

 

Células com 90% de viabilidade e 70-90% de confluência em proliferação por 1 

semana após a transfecção, foram utilizadas para a diferenciação. A diferenciação das 

células foi acompanhada durante 4 dias (D1, D2, D3 e D4), além do dia anterior à 

indução de diferenciação (D0).  Foram utilizados frascos de 50 mL contendo 10ml de 

cultura celular à 2x10
6
 células/ml para cada dia das seguintes culturas: 

a) Células K562 não transfectadas e não diferenciadas (controle negativo); 

b) Células K562 não transfectadas diferenciadas (controle positivo); 

c) Células K562 transfectadas com shRNA_controle diferenciadas; 

d) Células K562 transfectadas com shRNA_PRDX2 diferenciadas. 

Em cada frasco de cultura a ser diferenciada, foi adicionado 50μM de hemina e 

100μM de hidroxiureia para iniciar a diferenciação celular. A cada dia, o material de 

cada frasco foi coletado e centrifugado, o precipitado celular foi ressuspendido em 1 ml 

de PBS, do qual 100μl foi utilizado para corar as células a fim de identificar a expressão 

de hemoglobina e os 900μl restantes foram centrifugados novamente e ressuspendidos 

em 1ml de TRIzol para posterior extração de RNA e análise de expressão gênica.  

Para a análise de expressão proteica, a diferenciação foi repetida e dessa o 

material coletado foi utilizado para a extração de proteínas totais.  

 

Determinação de expressão de hemoglobina utilizando o método de benzidina 
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 Hemina e hidroxiuréia, tem sido estudados como dois agentes responsáveis 

pela diferenciação eritróide em células K562. Eles exerce grande efeito sobre a 

maturação de células K562 e promovem a síntese das hemoglobinas fetal e embrionária. 

Para determinação da expressão de hemoglobinas, foi utilizado o método colorimétrico 

de benzidina [94]. Esse método é amplamente utilizado na literatura para detectar 

hemoglobina em amostras. O método de benzidina baseia-se na catálise da 

decomposição do peróxido de hidrogênio em água e oxigênio pela hemoglobina 

presente na amostra. O oxigênio formado oxida a benzidina, alterando sua estrutura 

fazendo com que fique com coloração marrom (Figura 8). 

 

 

 

Figura 8 – Estrutura molecular do reagente benzidina e seu produto oxidado marrom (Adaptados 

de [95]). 

 

 

 As células em solução foram centrifugadas e o precipitado celular foi 

ressuspendido em 1ml de PBS. Em um tubo eppendorf foi adicionado 100μl da solução 

contendo as células, 10μl de benzidina e 50μl de H2O2. Os eppendorfs foram incubados 

no escuro à temperatura ambiente por 25 minutos. A solução foi pipetada em uma 

lâmina, adicionada uma lamínula sobre a gota e observado imediatamente ao 

microscópio de luz. Células diferenciadas têm a capacidade de expressar hemoglobina a 

qual é corada pelo corante benzidina e aparecem com uma coloração marrom escura. 

Essas células são comparadas às células não diferenciadas que aparecem com uma cor 

transparente, muitas vezes levemente marrom, por conta da expressão basal de 

hemoglobina em células não diferenciadas. 

  

H2O2

Hemoglobina



34 

 

4.7 – Extração de RNA 

 

Para obtenção do RNA de células K562 utilizou- se o método de extração a 

partir do reagente TRIzol® (Invitrogen) de acordo com as instruções do fabricante. 

Inicialmente as amostras contendo células K562 ressuspendidas em TRIzol® foram 

descongeladas no gelo, e incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. Foi 

adicionado 200μL de clorofórmio (CHCl3) e a mistura foi agitada por 15 segundos, e 

então foi realizada nova incubação por 3 minutos a temperatura ambiente. Após o 

período de incubação, a amostra foi centrifugada por 15 minutos a 12.000g em 

temperatura de 4ºC, o sobrenadante foi retirado e acondicionado em outro tubo, 

procedendo imediatamente para a etapa de precipitação com 500μL de isopropanol 

gelado. Foi adicionado 500μl de isopropanol, incubado por 10 minutos em temperatura 

ambiente, seguido pela centrifugação por 10 minutos a 15.000g à 4ºC. O sobrenadante 

foi descartado e ao precipitado foi adicionado 1ml de etanol 75% gelado, sendo 

realizada nova centrifugação por 5 minutos a 15.000g à 4ºC.  Por fim, o sobrenadante 

foi descartado e o precipitado de RNA colocado para secar por 10 minutos a 

temperatura ambiente, ressuspendido em água livre de RNAse e incubado a 42ºC por 10 

minutos. 

As amostras foram quantificadas em espectrofotômetro (NanoVue-GE 

Healthcare) e avaliadas quanto à integridade em gel desnaturante de agarose. Após a 

eletroforese, as amostras de RNA foram armazenadas em freezer -80ºC. 

 

 

4.8 – Síntese de DNA complementar (cDNA) 

 

 

Primeiramente, a fim de retirar possíveis contaminações com moléculas de 

DNA, as amostras de RNA foram tratadas com DNAse seguindo as orientações do 

fabricante. Para o tratamento foi utilizado 1,0µg de RNA, foi adicionado 1,0µl da 

enzima DNAseI (1 u/µl) (Fermentas, ThermoScientific), 1,0µl DNAseI reaction buffer 

com MgCl2 10X (Tris-HCl pH 8.4 200mM, MgCl2 20mM, KCl 500mM) e a reação foi 

completada para um volume final de 10μl.  

A reação foi incubada por 30 minutos à 37
o
C e foi paralisada com a adição de 

1,0µl de EDTA 50mM seguida pela incubação por 10 minutos a 65
o
C. 

A síntese do cDNA foi realizada a partir do RNA tratado com DNAseI, através 

da reação de transcrição reversa, usando o kit High-Capacity cDNA Reverse 
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Transcription Kits (Applied Biosystems) seguindo as orientações do fabricante. A cada 

amostra de RNA tratado, foi adicionado 2,0 µl de 10X RT Buffer,  0,8 µl de 25X dNTP 

Mix (100 mM de cada), 2,0 µl de 10X RT Random Primers, 1,0 µl de MultiScribe™ 

Reverse Transcriptase (50 U/μL), 1,0 µl de inibidor de RNAse completando com 3,2 µl 

de H2O livre de nuclease. 

A síntese de cDNA foi realizada a 25
o
C por 10 minutos, 37

o
C por 120 minutos e  

paralisada através de incubação a 85
o
C por 5 minutos.  

 

 

4.9 – Real-Time PCR (qRT-PCR) 

 

 

 A técnica é baseada no monitoramento óptico da fluorescência do produto de 

PCR ciclo a ciclo e pode ser usada na quantificação da expressão gênica. Alíquotas de 

cDNA foram usadas como molde da PCR. Foram utilizados primers construídos 

especificamente para os genes de interesse (PRDX1, PRDX2, PRDX3, PRDX4, PRDX5, 

PRDX6, SOD, CATALASE, GPx, TRX, TRXR1 e SRX), e como controle, primers para 

amplificação do gene β-ACTINA (BAC) que foi testado anteriormente quanto a sua 

aplicação como endógeno, não mostrando variação entre as condições testadas. A 

detecção de amplificação em tempo real foi feita no equipamento ABI 5700 Sequence 

Detector System (Applied Biosystems) onde utilizamos o reagente SyberGreen PCR 

Master Mix (Applied Biosystems). Os primers foram desenhados através do programa 

"Primer Express" (Applied Biosystems). A quantificação dos resultados foi realizada 

conforme descrição do fabricante e se baseia na derivação da fórmula 2
-ΔΔCT

.  

Após a síntese, realizamos a padronização da concentração de cada primer 

utilizando uma amostra de cDNA de células K562 como molde. Para tal, utilizamos as 

concentrações 100, 150 e 300 nM de primers foward e reverse para verificar a 

combinação de concentração que apresentasse a maior amplificação (maior 

fluorescência) e menor formação de dímeros utilizando a menor concentração de 

primers possível. Sabendo-se a melhor concentração dos primers partimos para a 

elaboração da curva de eficiência da reação, foram realizadas diluições seriadas partindo 

das amostras de cDNA utilizando as mesmas concentrações de primers determinadas na 

padronização dos primers. Como a amplificação é exponencial, deve haver uma 

diferença de um Ct na amplificação de cada uma das diluições de 1:2 por exemplo, e ao 

traçarmos uma reta relacionando a potência da diluição e o Ct obtemos a curva da 
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eficiência do primer, a qual deve apresentar o valor de R2 mais próximo possível de 1 

(100%). 

Posteriormente foram avaliadas as expressões gênicas em células silenciadas e 

comparadas a células não silenciadas para os genes de interesse. Foram considerados 

como inibidas as culturas que apresentaram uma diminuição de pelo menos 70% da 

produção de RNA mensageiro. 

 

4.10 - Western blotting 

 

A fim de avaliar a expressão proteica das culturas K562, K562 shRNA_controle 

e K562 shRNA_PRDX2 foi realizada a técnica de Western Blotting para verificar se 

existe correlação entre os níveis de RNA mensageiro e a expressão das proteínas. 

 

Extração e quantificação de proteínas 

 

 As proteínas totais foram extraídas do pellet das culturas celulares K562, K562  

shRNA_controle e K562 shRNA_PRDX2 utilizando o reagente Nonidet P-40 (NP-40).  

Os pellets das culturas foram previamente congelados em freezer -80°C na presença do 

inibidor de protease 1X (cOmplete tablets mini edta-free easypack).  

 Para a extração das proteínas totais, o pellet celular foi descongelado no gelo, e 

homogeneizado. Foi acrescentado 300μl de solução de lise (NP-40 1%, NaCl 150mM e 

TRIS-HCl 50mM pH 8,0), o extrato celular foi agitado, e incubado no gelo por 30 

minutos para permitir a ação detergente do reagente NP-40. Após o tempo de incubação 

o extrato foi centrifugado (20 minutos/12.000g/4°C) a fim de separar a porção insolúvel 

da porção solúvel contendo as proteínas totais.  

As proteínas foram quantificadas no espectrofotômetro iMark™ Microplate 

Absorbance Reader (Bio- Rad) de acordo com o método de Lowry [96]. Após 

estabelecer a mesma concentração de proteínas para todas as amostras (645μg/poço), 

foram adicionados a elas tampão desnaturante Laemmli (100 mM tris-HCl pH6.8, 4% 

p/v SDS, 20% v/v glicerol, 0,2% de azul de bromofenol, 1M de DTT) e estas foram 

desnaturadas em banho-maria a 100ºC por 5 min. 
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Eletroforese SDS-PAGE  

 

As proteínas foram separadas através de eletroforese em gel SDS-PAGE 

expostas a condições desnaturantes e redutoras. Os géis de poliacrilamida utilizados na 

eletroforese possuíam 4 % (gel de entrada) e 12% (gel de separação), com 1,5 mm de 

espessura. Foram adicionados 645μg de proteína por poço. 

A corrida foi realizada a 150 volts, em um tempo de aproximadamente 1 hora e 

30 min. (The Mini Trans-Blot cell - Bio- Rad). O tampão de corrida utilizado era 

composto por Trisma base (25 mM), glicina (192 mM) e SDS (0,1g%).  

Ao gel de eletroforese foi adicionado o marcador de peso molecular 

PageRuler
TM 

Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific), a fim de possibilitar a 

identificação por peso molecular das proteínas de interesse. 

 

Transferência gel-membrana 

 

Após a corrida, o gel foi incubado em tampão de transferência (48mM Tris, 

39mM glicina, 20% v/v metanol, SDS 0,1%) por 20 minutos, a membrana e os filtros de 

transferência também foram incubados no tampão citado acima por 5 minutos.  

As proteínas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio- Rad) 

a 100 Volts durante 1 hora e meia pelo método submerso (Mini Trans-Blot
®
 Cell– Bio-

Rad). Após a transferência, a membrana foi bloqueada durante 4 horas com 9% p/v de 

leite desnatado em TBS-T (50mM Tris, 150mM NaCl, pH=8, contendo 0,1% v/v de 

Tween 20). Ao fim do bloqueio, a membrana foi lavada com TBS-T por 4X de 5 min. 

Cada.  

 

Incubação com o anticorpo primário e secundário 

 

 Após a lavagem, a membrana foi incubada com os anticorpos primários (Tabela 

2) a 4°C, sob agitação, overnight. Após incubação com anticorpo primário a membrana 

foi novamente lavada com TBS-T por 4X de 5 min. cada e incubada com anticorpo 

secundário conjugado com a enzima HRP (Tabela 2) por 2 horas em temperatura 

ambiente sob agitação. Todos os anticorpos foram diluídos em solução tampão TBS-T.  

Após incubação com anticorpo secundário, a membrana foi lavada novamente 

utilizando o tampão TBS-T por 4X de 5 min. cada.  
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Revelação da membrana 

 

A membrana foi incubada com um reagente de detecção da atividade da HRP 

(Amersham
TM 

ECL
 TM 

Prime Western Blotting Detection Reagent - GE Healthcare ) o 

qual contém Luminol e Peróxido de hidrogênio. A enzima HRP reage com o peróxido 

de hidrogênio liberando O2 que oxida o luminol liberando energia em forma de fóton 

que pode ser detectada através de um aparelho detector quimioluminescente. As bandas 

foram visualizadas e fotografadas usando o aparelho ChemiDoc da Bio-Rad, por curtos 

intervalos de tempo para obtenção de uma imagem adequada.  

  

Tabela 2.  Anticorpos utilizados na técnica de Western Blotting. 

Anticorpo Tipo Reatividade Hospedeiro Diluição Fornecedor 

Primários 

Anti- PRDX1 Monoclonal Human Mouse 1: 1.000 Abnova 

Anti- PRDX2 Monoclonal Human Mouse 1: 1.000 Abnova 

Anti- PRDX3 Monoclonal Human Mouse 1: 1.000 Abnova 

Anti- PRDX4 Monoclonal Human Mouse 1: 1.000 Abnova 

Anti- PRDX5 Monoclonal Human Mouse 1: 1.000 Abnova 

Anti- PRDX6 Monoclonal Human Mouse 1: 1.000 Abnova 

Anti- GAPDH Policlonal Human, Dog, 

mouse 

Goat 1: 4.500 Biorbyt 

Secundários 

Goat anti-Mouse 

IgG (HRP) 

 

Policlonal Mouse Goat 1: 20.000 Biorbyt 

Rabbit anti-Goat 

IgG (HRP) 

 

Policlonal Goat Rabbit 1: 20.000 Biorbyt 

 

Para as análises dos dados foi utilizado o programa ImageJ (National Institutes 

of Health, Maryland, EUA), o qual gera valores numéricos a partir dos pixels da 

imagem de cada banda proteica. O programa gera picos que representam as regiões de 

maior densidade óptica e utiliza equações integrais simples para transformar os picos 

em valores numéricos. Os valores obtidos foram utilizados para normalizar cada 

amostra utilizando o GAPDH como normalizador e então a amostra K562 
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shRNA_controle do dia 0 de diferenciação foi usada como controle para analisar o 

aumento ou diminuição da expressão da proteína de interesse em K562 

shRNA_PRDX2, sendo que valores acima de 1 significam aumento na expressão e 

valores abaixo de 1 significam diminuição na expressão. 
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5.0 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

5.1 - Padronização do cultivo celular de K562 

 

  

 Após o estabelecimento da condição ideal de proliferação celular, as células 

K562 se apresentaram em fase exponencial de crescimento celular em uma semana. Em 

fase exponencial, as células K562 dobram de número a cada 24 horas e apresentam-se 

como aglomerados em formato de “cachos de uva”, como pode ser observado na figura 

9. 

 

 

 
Figura 9 – Fotomicroscopia do acompanhamento da proliferação de células K562. Proliferação 

celular de K562 em meio RPMI suplementado com 10% de soro bovino fetal, no sétimo dia de cultivo 

celular. Podemos observar a formação de aglomerados celulares “cachos” (Aumento de 20X). 

 

 Após 1 semana conseguimos uma quantidade de aproximadamente 2-5x10
5
 

células/ml com um volume final de cerca de 50ml. As células apresentaram cerca de 

90% de viabilidade e 50-90% de confluência, suficiente para início de experimento de 

transfecção celular. 

 

5.2 - Mini preparação plasmidial dos vetores utilizados para a transfecção 

 

A integridade dos plasmídeos extraídos foi verificada através de gel de agarose 

1% e, como pode ser visualizado na figura 10, verificam-se estruturas de 
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aproximadamente 7000pb. Os plasmídeos foram estocados a -20°C para posterior 

utilização. 

 

 

Figura 10 – Minipreparação plasmidial de cultura celular contendo o plasmídeo pLKO.1 puro 

shRNA_controle e shRNA_PRDX2. Gel de agarose 1%. 1 - Marcador molecular 1kb Gene Ruler; 2, 3 e 

4 – Minipreparação plasmidial contendo shRNA_controle; 5, 6, 7 e 8 – Minipreparação plasmidial 

contendo shRNA_PRDX2. 

 

 

5.3 – Transfecção de células K562 utilizando o reagente lipofectamina 

 

Alguns dos fatores que influenciam na eficiência da transfecção são: A 

concentração de fatores que podem se tornar tóxicos ou inibir a reação como o DNA e a 

lipofectamina, origem e tipo celular, tempo de proliferação, número e confluência das 

células, degradação do DNA no núcleo por endonucleases, entre outros fatores. 

A fim de verificar a possível toxicidade da lipofectamina para as células a serem 

transfectadas, foi realizado um teste onde as células K562 em fase ótima de proliferação 

foram expostas a diferentes concentrações de lipofectamina (sugeridas pelo fabricante). 

Os valores testados foram 0, 2, 4 e 5μg de lipofectamina (1μg/μl) diluídos em um 

volume final de 50μl de meio de cultura Opti-MEN e adicionados em 2x10
5
 células em 

poços de 500μl numa placa de 24 poços. Após 6 dias, foi verificada a viabilidade das 

células e se estas mantinham a proliferação como as que não haviam sido expostas a 

lipofectamina (Figura 11).  

10000pb

6000pb

1000pb

3000pb

1          2        3        4        5         6        7         8
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Figura 11 - Viabilidade de células K562 expostas a 0, 2, 4 e 5μg de lipofectamina após 6 dias de 

exposição.  

  

  

Assim como as células que não foram expostas a lipofectamina (0μg), a 

viabilidade das células expostas a 2, 4 e 5μg de lipofectamina mantinham sua 

viabilidade acima de 80% após 6 dias de exposição. Dessa forma consideramos que 

nenhum dos valores sugeridos pelo fabricante foram tóxicos para a célula K562 a ser 

transfectada. 

Após o teste de toxicidade do reagente lipofectamina, partimos para a 

padronização de reação de transfecção, inicialmente utilizando o plasmídeo contendo 

shRNA_controle. A reação foi realizada em células K562 seguindo as orientações do 

fabricante para esse tipo celular, foi utilizado 2 e 4μg de lipofectamina combinada com 

diferentes concentrações de DNA (0.4, 0.5, 0.8, 1 e 1.6μg). Como controle positivo foi 

utilizada a cultura K562 não transfectada e sem tratamento com antibiótico puromicina, 

já o controle negativo, utilizamos células K562 não transfectadas tratadas com 

antibiótico puromicina (Figura 12). 
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Figura 12 - Viabilidade de células K562 para o teste de transfecção. Teste de transfecção utilizando 2 

e 4μg de lipofectamina complexadas com 0.4, 0.5, 0.8, 1 e 1.6μg de DNA. Viabilidade das células 

transfectadas foi verificada após 1 semana e comparadas às culturas controle positivo e negativo. 

 

  

A partir da Figura 12 podemos identificar que utilizando 0,5μg de DNA e 2 ou 

4μg de lipofectamina, as células apresentam uma viabilidade de cerca de 60% e 

formação de “aglomerados celulares”  mostrando que estavam proliferando 

eficientemente, enquanto que utilizando as demais concentrações testadas, as células 

apresentavam viabilidade abaixo de 40%.  

 Uma vez padronizada a condição ideal para a transfecção, passamos a realizar o 

experimento em um volume maior de cultura celular (10ml) e além do plasmídeo 

contendo shRNA_controle passamos a fazer os experimentos utilizando o plasmídeo 

contendo o shRNA_PRDX2. A viabilidade foi acompanhada durante 10 dias e o 

resultado é apresentado na Figura 13.   
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Figura 13 - Viabilidade de células K562 após 10 dias do experimento de transfecção. O controle 

positivo representa as células não transfectadas e sem tratamento com puromicina; O controle negativo 

representa as células não transfectadas mas tratadas com puromicina. As células transfectadas estão 

representadas como shRNA_controle e shRNA_PRDX2.  

 

Como visto na Figura 13, após 10 dias de proliferação celular e tratamento com 

puromicina, foi possível a obtenção de culturas transfectadas apresentando mais de 80% 

de viabilidade. Cultura de células K562 transfectadas com shRNA_controle obtiveram 

uma viabilidade 93%, enquanto que células transfectadas com shRNA_PRDX2 

obtiveram uma viabilidade 75%, enquanto que no controle negativo da reação as células 

apresentaram-se na grande maioria mortas. Isso demonstra que o experimento de 

transfecção foi bem sucedido, os plasmideos contendo o shRNA_controle e 

shRNA_PRDX2 estão internalizados conferindo resistência às células. 

 Apesar de sabermos que os plasmídeos estão inseridos de forma desejada 

conferindo resistência às células transfectadas, não é garantido que os shRNAs estejam 

sendo expressos e encontrando seus respectivos alvos de forma eficiente. Dessa forma, 

foi realizada a análise da expressão gênica utilizando qRT-PCR das células não 

transfectadas, transfectadas com shRNA_controle e shRNA_PRDX2, utilizando primers 

de PRDX2.  

 

5.4 – Extração de RNA e síntese de cDNA 

 

 

Foi realizada a extração do RNA das amostras de célula K562, K562 

transfectadas com shRNA_controle e transfectadas com shRNA_PRDX2. Pode-se 
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observar que as amostras de RNA apresentavam íntegras as duas subunidades 

ribossomais: 18S e 28S (figura 14). 

 

Figura 14 - Gel desnaturante de agarose à 1,2%, com amostras de RNA de células K562.  1) 

Extração de RNA de células K562; 2) Extração de RNA de células K562 shRNA_controle; 3) Extração 

de RNA de células K562 shRNA_PRDX2.  

 

 

Após a extração do RNA, as amostras foram tratadas com DNAse e a síntese do 

cDNA foi realizada através da reação de transcrição reversa. A fim de verificar a 

eficiência da reação da transcriptase reversa foi realizada uma reação de qRT-PCR 

utilizando as amostras de cDNA e primers do gene endógeno BAC, o qual verificou que 

todas as amostras estavam amplificando eficientemente.  

Adicionalmente foi realizada a padronização da concentração dos primers e o 

teste de eficiência das reações de qRT-PCR, as quais apresentaram entre 95-105% de 

eficiência. Os detalhes estão apresentados no Anexo 3. 

 

 

5.5 – Análise de expressão de PRDX2 através de qRT- PCR 

 

 

 A fim de avaliar o nível de expressão gênica de PRDX2 em células K562, K562 

transfectada com shRNA_controle e shRNA_PRDX2 foram realizadas análises de qRT-

PCR dessas culturas utilizando os primers de PRDX2 e como controle endógeno foram 

utilizados primers de BAC nas concentrações pré-determinadas e apresentadas no 

Anexo 3. 

 As amostras foram amplificadas em duplicatas e em todos os ensaios foram 

feitos controles negativo para verificar possíveis contaminações. A quantificação dos 

resultados foi realizada utilizando a derivação da fórmula 2
-ΔΔCT

. Como pode ser visto 

na Figura 15, foi possível a obtenção de uma inibição de 70% da expressão de PRDX2 
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em células transfectadas com shRNA_PRDX2 comparadas as células transfectadas com 

shRNA_controle. 

 

 

Figura 15 - Análise da expressão gênica da PRDX2 em K562 shRNA_controle e K562 

shRNA_PRDX2. As análises foram realizadas pelo programa GraphPad Prism. 
 

 

 Podemos constatar que com uma inibição de 70% na expressão de PRDX2 em 

células K562 transfectadas com shRNA_PRDX2, já podemos observar uma 

significativa mudança na proliferação e viabilidade celular (Figura 16).  
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Figura 16 – Viabilidade, número de células e formação de aglomerados de células K562. A) 

Viabilidade de células K562, K562 shRNA_controle e K562 shRNA_PRDX2; B) Formação de 

aglomerados de células K562 não transfectadas (9 x10
5
 células/ml); C) Formação de aglomerados de 

células K562 transfectadas com shRNA_controle (8,5x10
5
 células/ml); e D) Diminuição da formação de 

aglomerados de células K562 transfectadas com shRNA_PRDX2 (4,3x10
5
 células/ml) (aumento de 20X). 

 

 

Após 2 semanas de proliferação em condições idênticas de células K562, K562 

shRNA_controle e K562 shRNA_PRDX2, as células transfectadas com 

shRNA_PRDX2 apresentam uma proliferação mais lenta e menor viabilidade (Figura 

16 A), demonstrada por um número baixo de células (4,3x10
5
 células/ml) (Figura 16 D) 

comparado ao número de células de K562 não transfectadas e K562 transfectada com 

shRNA_controle (9 e 8,5x10
5
 células/ml respectivamente) (Figura 16 B e C). Além 

disso, essa diferença pode ser observada pela diminuição da formação de aglomerados 

celulares nas células com PRDX2 inibida (Figura 16 D). Esses fatos já foram 

observados anteriormente [61] e demonstram a importância da PRDX2 na proteção 

antioxidante nas células K562 mesmo antes da diferenciação, fato que nos incentiva a 

investigar melhor o papel da PRDX2 e das outras PRDXs nesse tipo celular.  

Já foi demonstrado que em vários tipos celulares, PRDX2 é induzida pelo 

estresse oxidativo e que a superexpressão de PRDX2 protege células contra o dano 

oxidativo [97,98]. 
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Estudos realizados recentemente [61] comprovaram um nível aumentado de 

PRDX2 mRNA/Proteína durante a eritropoiese em células precursoras β-talassemicas. 

Isso sugere uma proteção de PRDX2 nesse tipo celular, que é caracterizado por um 

ambiente altamente oxidativo. De fato, quando precursores eritróides normais são 

expostos a estresse oxidativo, é observada a superexpressão de PRDX2 e consequente 

recuperação celular [61]. Esses fatos suportam um papel protetor de células 

eritrocitárias contra danos oxidativos. Usando PRDX2 recombinante foi demonstrado 

que PRDX2 se liga especificamente ao grupo heme e diminui sua atividade peroxidase, 

adicionalmente a afinidade com o grupamento heme de PRDX2 é maior do que já 

reportado por outras Prxs. Esses achados sugerem que em células com altos níveis de 

EROs e acúmulo de heme, PRDX2 pode diminuir sua atividade peroxidase e passar a 

ter como alvo o grupo heme acumulado diminuindo os danos celulares causados por 

ambos os substratos (Figura 17) [61].  

 

 

Figura 17 – Mecanismo protetor de PRDX2 contra estresse oxidativo em eritrócito β-talassêmico. 

No mecanismo proposto, PRDX2 além da atividade peroxidase contra EROs, se liga ao heme como 

mecanismo contra danos oxidativos causados pelo acúmulo de ferro em ambiente altamente oxidativo 

(Adaptado de [61]). 
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Esse segundo papel de PRDX2 na proteção contra danos oxidativos em células 

eritrocitárias β-Talassêmicas, nos incentiva a continuar investigando o papel das PRDXs 

nesse tipo celular uma vez que essas podem ter diferentes funções na proteção ao dano 

oxidativo. 

 

5.6 – Diferenciação de células K562 

 

 

A partir da obtenção de células transfectadas, realizamos a indução da 

diferenciação das células em células com características eritrocitárias. A diferenciação 

de K562 (Figura 18B), K562 shRNA_controle (Figura 18C) e K562 shRNA_PRDX2 

(Figura 18D) foi acompanhada por 4 dias (D1, D1, D3 e D4), além do dia anterior á 

diferenciação (D0) e comparadas às células K562 não diferenciadas (Figura 18A). 
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Figura 18 – Diferenciação de células K562 utilizando hemina (HE) e hidroxiuréia (HU) como 

indutores. A) Fotomicroscopia de células K562 não diferenciada; B) Fotomicroscopia de células K562 

após 4 dias de diferenciação com HU e HE; C) Fotomicroscopia de células K562 shRNA_Controle após 

4 dias de diferenciação com HU e HE; D) Fotomicroscopia de células K562 shRNA_PRDX2 após 4 dias 

de diferenciação com HU e HE (aumento de 20X). 

 

 

Após 4 dias de diferenciação, foi observado que células K562 não transfectadas, 

K562 transfectadas com shRNA_controle e shRNA_PRDX2 diferenciadas 

apresentaram uma coloração marrom/marrom escura enquanto que as células K562 não 

diferenciadas apresentaram uma coloração levemente bege. Esse resultado demonstra 

que as células diferenciadas apresentaram-se positivas para a coloração de benzidina, 

demonstrando que houve a diferenciação e consequente expressão de hemoglobina. 

Adicionalmente, as amostras de culturas K562, K562 shRNA_controle e K562 

shRNA_PRDX2 foram coletadas durante a diferenciação, o RNA dessas células foi 

extraído e então foi sintetizado o cDNA como já apresentado nos Resultados e 

Discussão. Foi realizada a análise da expressão gênica de PRDX2 nas 3 culturas durante 
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os 4 dias de diferenciação (D1, D1, D3 e D4) além do dia anterior à diferenciação (D0) 

(Figura 19) utilizando o programa GraphPad Prism. 

 

 

 
 
Figura 19 - Análise da expressão gênica da PRDX2 durante a diferenciação utilizando hemina e 

hidroxiuréia como indutores. A) Expressão de PRDX2 durante a diferenciação de células K562; B) 

Expressão de PRDX2 durante a diferenciação de células K562 shRNA_controle e C) Expressão de 

PRDX2 durante a diferenciação de células K562 shRNA_PRDX2. D0: Dia anterior à diferenciação; D1: 

Dia 1 da diferenciação; D2: Dia 2 da diferenciação; D3: Dia 3 da diferenciação; D4: Dia 4 da 

diferenciação. 
 

 

A partir das análises de expressão gênica de PRDX2 nos 4 dias de diferenciação 

podemos observar um padrão nas célula não inibidas (K562 e K562 shRNA_controle) 

(Figura 19A e B), essas apresentam uma diminuição na expressão de PRDX2 no meio 

da diferenciação (D2) e um aumento progressivo da expressão no final da diferenciação 

(D3 e D4). Enquanto a cultura inibida (K562 shRNA_PRDX2) (Figura 19C) apresentou 

uma expressão de PRDX2 baixa todos os dias o que já era esperado com uma inibição 

de 70% de PRDX2. 

A diferenciação celular de K562 mediada por hemina induz a síntese de Ferritina 

H, uma proteína muito importante na manutenção e disponibilização do ferro para 

síntese do grupamento heme [99]. Foi descrito anteriormente que a indução de células 

K562 tem uma Íntima relação com agentes oxidantes, os quais atuam na modulação da 

síntese de ferritina H, inclusive já foi descrito que a indução da diferenciação de K562 

pode ser alcançada apenas pela adição de H2O2 e Ferro, os quais geram espécies 

oxidantes [64,65,69]. Esses dados demonstram que a diferenciação de K562 mediada 

por hemina necessita da presença de agentes oxidantes e que a expressão de enzimas 

antioxidantes nessa etapa levaria na interrupção da diferenciação, fatos que podem 

explicar a baixa expressão de PRDX2 no dia 2 da diferenciação. Adicionalmente o 

aumento progressivo da sua expressão no final da diferenciação, pode ser explicado pela 
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necessidade da expressão de agentes que combatam os danos causados pela presença 

dos agentes oxidantes no começo da diferenciação.  

 

5.7 – Análise da expressão de enzimas antioxidantes durante a diferenciação em 

células K562 

 

Adicionalmente foi realizada a análise utilizando o programa GraphPad Prism de 

expressão das outras PRDXs em células K562, K562 shRNA_controle e K562 

shRNA_PRDX2 a fim de verificar o padrão de expressão dessas enzimas em células 

K562 durante a diferenciação, além da identificação de possíveis alterações da 

expressão das demais PRDXs frente a inibição da expressão de PRDX2. 

 Foram realizadas as análises da expressão gênica de PRDX1, PRDX3 (Figura 

20), PRDX4, PRDX5 e PRDX6 (Figura 21) em células K562, K562 shRNA_controle e 

K562 shRNA_PRDX2. 

 

 

 
 

Figura 20 - Análise da expressão gênica de PRDX1 e PRDX3 durante a diferenciação utilizando 

hemina e hidroxiuréia como indutores. A) Expressão de PRDX1 durante a diferenciação de células 

K562; B) Expressão de PRDX1 durante a diferenciação de células K562 shRNA_controle e C) Expressão 

de PRDX1 durante a diferenciação de células K562 shRNA_PRDX2. D) Expressão de PRDX3 durante a 

diferenciação de células K562; E) Expressão de PRDX3 durante a diferenciação de células K562 

shRNA_controle e F) Expressão de PRDX3 durante a diferenciação de células K562 shRNA_PRDX2. 

D0: Dia anterior à diferenciação; D1: Dia 1 da diferenciação; D2: Dia 2 da diferenciação; D3: Dia 3 da 

diferenciação; D4: Dia 4 da diferenciação. 
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A partir dos resultados obtidos, é possível observar que a expressão de PRDX1 

(Figura 20 A, B e C) e PRDX3 (Figura 21 D, E e F) não foi alterada pela inibição da 

expressão de PRDX2, uma vez que o padrão de expressão encontrado em células K562 

se repete em células K562 shRNA_PRDX2. Todas as culturas apresentaram uma 

expressão baixa no dia 0 de diferenciação, um aumento acentuado no dia 1 e uma 

expressão intermediária nos demais dias. 

  

  

 
 

Figura 21 - Análise da expressão gênica de PRDX4, PRDX5 e PRDX6 durante a diferenciação 

utilizando hemina e hidroxiuréia como indutores. A) Expressão de PRDX4 durante a diferenciação de 

células K562; B) Expressão de PRDX4 durante a diferenciação de células K562 shRNA_controle e C) 

Expressão de PRDX4 durante a diferenciação de células K562 shRNA_PRDX2. D) Expressão de PRDX5 

durante a diferenciação de células K562; E) Expressão de PRDX5 durante a diferenciação de células 

K562 shRNA_controle e F) Expressão de PRDX5 durante a diferenciação de células K562 

shRNA_PRDX2. G) Expressão de PRDX6 durante a diferenciação de células K562; H) Expressão de 

PRDX6 durante a diferenciação de células K562 shRNA_controle e I) Expressão de PRDX6 durante a 

diferenciação de células K562 shRNA_PRDX2. D0: Dia anterior à diferenciação; D1: Dia 1 da 

diferenciação; D2: Dia 2 da diferenciação; D3: Dia 3 da diferenciação; D4: Dia 4 da diferenciação. 
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A partir dos resultados obtidos, é possível observar que a expressão de PRDX4 

(Figura 21 A, B e C) e PRDX6 (Figura 21 G, H e I) não foi alterada pela inibição da 

expressão de PRDX2, uma vez que o padrão de expressão encontrado em células K562 

se repete em células K562 shRNA_PRDX2. As culturas apresentaram uma expressão 

relativamente baixa e constante durante todos os dias da diferenciação. É possível 

observar que a expressão de PRDX5 foi alterada pela inibição da expressão de PRDX2, 

uma vez que o padrão de expressão encontrado em células K562 se mostrou diferente 

em células K562 shRNA_PRDX2. Em células não inibidas, a expressão de PRDX5 vai 

aumentando gradualmente durante a diferenciação, enquanto que em células com 

expressão de PRDX2 inibida, a expressão de PRDX5 diminui gradativamente (Figura 

21 D, E e F).  

Adicionalmente, foi realizada a análise da expressão gênica de outras enzimas 

antioxidantes em células K562, K562 shRNA_controle e K562 shRNA_PRDX2 que 

pode ser observada na Figura 22, além da análise da expressão gênica de enzimas 

relacionadas na redução e reciclagem de PRDX2, que pode ser observada na Figura 23. 
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Figura 22 - Análise da expressão gênica de CATALASE, SOD e GPx durante a diferenciação 

utilizando hemina e hidroxiuréia como indutores. A) Expressão de CATALASE durante a diferenciação 

de células K562; B) Expressão de CATALASE durante a diferenciação de células K562 shRNA_controle e 

C) Expressão de CATALASE durante a diferenciação de células K562 shRNA_PRDX2. D) Expressão de 

SOD durante a diferenciação de células K562; E) Expressão de SOD durante a diferenciação de células 

K562 shRNA_controle e F) Expressão de SOD durante a diferenciação de células K562 shRNA_PRDX2. 

G) Expressão de GPx durante a diferenciação de células K562; H) Expressão de GPx durante a 

diferenciação de células K562 shRNA_controle e I) Expressão de GPx durante a diferenciação de células 

K562 shRNA_PRDX2. D0: Dia anterior à diferenciação; D1: Dia 1 da diferenciação; D2: Dia 2 da 

diferenciação; D3: Dia 3 da diferenciação; D4: Dia 4 da diferenciação. 
 

A partir dos resultados é possível observar que a expressão de CATALASE 

(Figura 22A, B e C), SOD (Figura 22D, E e F) e GPx (Figura 22G, H e I) não foi 

alterada pela inibição da expressão de PRDX2, uma vez que o padrão de expressão 

encontrado em células K562 não inibidas se mostrou similar em células K562 

transfectadas com shRNA_PRDX2.  

Podemos, entretanto observar que a expressão de GPx no final da diferenciação 

se mostrou diminuída em células K562 com inibição na expressão de PRDX2 

comparado ás células não inibidas. Esse dado é inédito, uma vez que se esperava 

encontrar um aumento da síntese desse gene como mecanismo de compensar a falta de 

PRDX2. No entanto a repetição desses ensaios, bem como análises de Western Blotting 
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poderão confirmar o resultado e mostrar uma provável ligação entre a regulação da 

expressão dessas proteínas. 

 

 
 

Figura 23 - Análise da expressão gênica de TRX, TRXR1 e SRX durante a diferenciação utilizando 

hemina e hidroxiuréia como indutores. A) Expressão de TRX durante a diferenciação de células K562; 

B) Expressão de TRX durante a diferenciação de células K562 shRNA_controle e C) Expressão de TRX 

durante a diferenciação de células K562 shRNA_PRDX2. D) Expressão de TRXR1 durante a 

diferenciação de células K562; E) Expressão de TRXR1 durante a diferenciação de células K562 

shRNA_controle e F) Expressão de TRXR1 durante a diferenciação de células K562 shRNA_PRDX2. G) 

Expressão de SRX durante a diferenciação de células K562; H) Expressão de SRX durante a diferenciação 

de células K562 shRNA_controle e I) Expressão de SRX durante a diferenciação de células K562 

shRNA_PRDX2. D0: Dia anterior à diferenciação; D1: Dia 1 da diferenciação; D2: Dia 2 da diferenciação; 

D3: Dia 3 da diferenciação; D4: Dia 4 da diferenciação. 

 

 

Quanto às enzimas relacionadas à redução e reciclagem de PRDX2, foi possível 

observar que o padrão da expressão de TRX, TRXR1 e SRX aparentemente não é 

alterado pela inibição da expressão de PRDX2, uma vez que o padrão de expressão 

encontrado em células K562 se mostrou similar em células K562 shRNA_PRDX2.   

Entretanto, podemos observar que a expressão de TRXR1 (Figura 23D e E) e 

SRX (Figura 23G e H) se apresenta alta no dia 1 da diferenciação de células não 

inibidas e que essa expressão é mais acentuada frente a inibição de PRDX2 (Figura 23F 
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e I). Esse fato nos leva a supor que com a diminuição na expressão de PRDX2, ocorre 

um aumento na expressão de seus redutores fisiológicos a fim de aumentar os 

mecanismos de reciclagem de PRDX2 e compensar sua falta na célula. 

 

 

5.8 – Extração de proteínas de células K562, K562 shRNA_controle e K562 

shRNA_PRDX2 
 

 Aproximadamente 10 ml das culturas celulares K562, K562 shRNA_controle e 

K562 shRNA_PRDX2 contendo 2x10
6
 células/ml foram utilizadas para análise de 

expressão proteica. Inicialmente foi realizada a extração de proteínas totais, utilizando o 

tampão de lise NP-40. A fim de verificar a eficiência da extração, foi realizada uma 

eletroforese em gel SDS-PAGE 12%, o qual foi corado utilizando o corante coomassie. 

As proteínas totais podem ser observadas na Figura 24, inclusive pode ser observada a 

presença de hemoglobina expressa pelas culturas, identificada pela banda de 

aproximadamente 65kDa (*). 

 

 
 
Figura 24 – Extração proteica das culturas celulares K562, K562 shRNA_controle e K562 

shRNA_PRDX2.  1) Marcador de peso molecular PageRuler
TM 

Prestained Protein Ladder; 2, 3 e 4) 

Extração proteica da cultura K562 nos dias 0, 2 e 4 da diferenciação; 5, 6 e 7) Extração proteica da 

cultura K562 shRNA_controle nos dias 0, 2 e 4 da diferenciação; 8, 9 e 10) Extração proteica da cultura 

K562 shRNA_PRDX2 nos dias 0, 2 e 4 da diferenciação. (*) Banda correspondente à expressão de 

hemoglobina. 
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5.9 – Western Blotting 

 

 As proteínas totais foram quantificadas segundo o método de Lowry [96], sendo 

que cada extração rendeu em média 30μg/μl de proteína. Foi utilizado 645μg de 

proteína em cada poço para as análises. 

Foi realizado então uma análise de western blotting da expressão de PRDX2 

utilizando como controle endógeno GAPDH nas culturas celulares K562 

shRNA_controle e K562 shRNA_PRDX2 (Figura 25).  

 

 

Figura 25 – Western Blotting para detecção de PRDX2 usando GAPDH como normalizador 

endógeno. Análise da expressão de PRDX2 em K562 shRNA_controle e K562 shRNA_PRDX2 durante 

a diferenciação. D0: Dia anterior à diferenciação; D1: Dia 1 da diferenciação; D2: Dia 2 da diferenciação; 

D4: Dia 4 da diferenciação. As análises foram feitas a partir do programa ImageJ o qual gera valores 

apresentados como Unidades Arbitrárias (U.A.), onde valores acima de 1 representam aumento da 

expressão e  valores abaixo de 1 representam diminuição da expressão quando comparados à amostras 

controle (K562 shRNA_controle) no dia 0 de diferenciação. 

 

  

Como pode ser verificado pela Figura 25, as bandas referentes à expressão de 

PRDX2 em células K562 shRNA_controle apresentam-se mais fortes em comparação 

às bandas de expressão de PRDX2 em K562 shRNA_PRDX2. A partir das análises 

realizadas através do programa ImageJ, identificamos uma inibição de 60% da 

expressão de PRDX2 no dia 0 da diferenciação, sendo que nos dias 1 e 4 a sua 

expressão é aumentada, não chegando ao nível de expressão da amostra não inibida.  

É possível observar também que a expressão de PRDX2 em células K562 

shRNA_controle apresentam uma diminuição na expressão no dia 2 e uma maior 

expressão nos dias 1 e 4 o que condiz com os dados obtidos nas analises de expressão 

gênica utilizando qRT-PCR. O mesmo padrão ocorre na expressão de PRDX2 em 
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células inibidas, entretanto essas apresentam uma expressão fortemente diminuída 

durante todos os dias por conta da inibição da expressão da PRDX2. 

Adicionalmente foi realizada a análise de expressão das outras PRDXs em 

células K562 shRNA_controle e K562 shRNA_PRDX2 a fim de verificar o padrão de 

expressão dessas enzimas em células K562 durante a diferenciação, além da 

identificação de possíveis alterações da expressão das demais PRDXs frente a inibição 

da expressão de PRDX2 (Figura 26). 

 

 

 

Figura 26 – Western Blotting para detecção de PRDX1, PRDX3, PRDX4, PRDX5 e PRDX6 usando 

GAPDH como normalizador endógeno. Análise da expressão de PRDXs em K562, K562 

shRNA_controle e K562 shRNA_PRDX2 durante a diferenciação. D0: Dia anterior à diferenciação; D1: 

Dia 1da diferenciação; D2: Dia 2da diferenciação; D4: Dia 4da diferenciação. As análises foram feitas a 

partir do programa ImageJ o qual gera valores apresentados como Unidades Arbitrárias (U.A.), onde 
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valores acima de 1 representam aumento da expressão e  valores abaixo de 1 representam diminuição da 

expressão quando comparados à amostras controle (K562 shRNA_controle) no dia 0 de diferenciação. 

 

 

 Podemos observar pelos resultados obtidos que não foi possível a detecção de 

PRDX3 e PRDX4. A PRDX3 localiza-se na mitocôndria e parece estar envolvida na 

manutenção da massa mitocondrial e do potencial de membrana [100], assim 

provavelmente esta proteína tenha permanecido no extrato insolúvel retirado durante a 

lise celular. Experimentos avaliando a localização celular e sua presença na fração 

insolúvel serão realizados de modo a constatar esta hipótese. Adicionalmente, sabe-se 

que a PRDX4 é uma proteína que está localizada no reticulo endoplasmático e que é 

secretada para o meio extracelular [101], esse pode ser um motivo importante para não 

termos detectado também sua expressão no meio intracelular. 

 Já as PRDX1 e PRDX6 são encontradas no citoplasma e por isso foram 

detectadas eficientemente. A PRDX5 é encontrada em abundância nos peroxissomos e 

na mitocôndria, além de ser encontrada na porção citoplasmática. 

Podemos identificar um padrão comum na expressão de todas as proteínas 

analisadas, uma vez que ocorre uma expressão maior de todas as proteínas no dia 1 da 

diferenciação e uma menor expressão no dia 2 da diferenciação. A diferenciação celular 

induzida por hemina é mediada pela ação de agentes oxidantes, ou seja, para que ocorra 

a diferenciação é necessária a presença de EROs [65,99]. Dessa forma é esperada uma 

menor expressão dessas enzimas antioxidantes no dia 2, ponto no qual é iniciada a 

produção de hemoglobina [102] e que está diretamente relacionada com a diferenciação 

celular de K562. Um aumento na produção de enzimas antioxidantes nesta fase poderia 

interferir na correta diferenciação celular. Adicionalmente podemos identificar um leve 

aumento na expressão de todas as proteínas no último dia da diferenciação, esse 

fenômeno pode ser explicado pela necessidade de combater os danos oxidativos 

causados pela exposição à agentes oxidantes durante a diferenciação e pela necessidade 

dessas enzimas no combate ao estresse oxidativo em células com características 

eritróides que apresentam um ambiente extremamente oxidante.  

Com relação às possíveis alterações na expressão dessas proteínas frente a 

inibição de PRDX2, verificamos que não ocorrem mudanças na expressão de PRDX1 e 

uma sutil diminuição de PRDX6 enquanto que a expressão de PRDX5 é bastante 

diminuída frente a inibição da expressão de PRDX2. Esses dados condizem com os 



61 

 

encontrados na análise de expressão gênica, a qual mostrou uma mudança no padrão de 

expressão de PRDX5. 

A partir de análises no banco de dados BioGRID (Biological General Repository 

for Interaction Datasets) foi identificado que PRDX5 interage com diversas proteínas 

inclusive com PRDX1 e PRDX2 [103]. Ainda não foi elucidado o papel biológico da 

interação entre PRDX5 e PRDX2, entretanto, a diminuição na expressão de PRDX5 

frente à inibição da expressão de PRDX2 encontrada no presente trabalho, nos mostra 

que essa interação aparenta ser importante e regula a expressão de PRDX5. Esses dados 

nos incentivam a investigar melhor essa interação a fim de compreender os mecanismos 

envolvidos na proteção contra EROs em eritrócitos. 
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6.0 – CONCLUSÕES 

 
 Foi realizada a padronização do cultivo de células K562 pela primeira vez no 

grupo de pesquisa do Laboratório de Bioquímica e Genética Aplicada. 

 

 Identificamos que a inibição de 70% na expressão de PRDX2 foi responsável 

pela diminuição na proliferação, viabilidade celular e formação de aglomerados 

em células K562. Demonstrando a importância dessa proteína em células com 

características eritróides. 

 

 Identificamos um padrão comum na expressão de todas as PRDXs durante a 

diferenciação. Onde a expressão é diminuída no dia 2 e aumentada no final da 

diferenciação. A diminuição da expressão de todas as PRDXs no dia 2 pode 

estar relacionada com a necessidade da ação de agentes oxidantes nessa fase 

para que ocorra a diferenciação mediada por Hemina, já o aumento no final da 

diferenciação parece estar relacionado ao combate dos danos causados pelo 

excesso de agentes oxidantes. 

 

 Avaliamos a expressão gênica e proteica de enzimas antioxidantes frente à 

inibição da expressão de PRDX2. Os resultados demonstram que a inibição de 

PRDX2 afeta negativamente a expressão de PRDX5 e PRDX6. Já foi visto que 

PRDX5 e PRDX6 interagem com PRDX2, entretanto os mecanismos e o papel 

biológico dessas interações ainda não foram elucidados. Apesar de ainda apouco 

conhecidas, estas interações nos parecem importantes uma vez que afetam a 

expressão de PRDX5 e PRDX6. 

 

 Identificamos também que a inibição de PRDX2 parece aumentar a expressão de 

seus redutores biológicos TrxR1 e SRX. Esse pode ser um mecanismo 

compensatório, no qual aumentando a reciclagem da PRDX2, compensaria sua 

falta na célula.   
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7.0 – PERSPECTIVAS FUTURAS 
 

 

Os trabalhos futuros darão continuidade ao presente estudo, de forma a compreender 

pontos ainda não esclarecidos e melhor caracterizar o papel das Prxs nos eritrócitos, 

dessa forma, futuramente esperamos compreender melhor os mecanismos envolvidos no 

estresse oxidativo em doenças hemolíticas.  

 

 

 Futuramente serão avaliados níveis de expressão das proteínas envolvidas no 

estresse oxidativo frente à inibição da expressão de outras PRDXs. 

 

 Avaliar a expressão proteica de  CAT, SOD, GPx, TRX, TRXR1 e SRX através 

da técnica de Western Blotting. 

 

 Identificar a localização celular das PRDXs em K562 diferenciada e não 

diferenciada. 

 

 Analisar o estado de oxidação das PRDXs, formação de decâmeros, e 

oligômeros com e sem tratamento com diferentes concentrações de H2O2,  Nos 

diferentes estágios de diferenciação.  

 

 Avaliar o padrão de expressão de globinas em células K562 e K562 com 

expressão de PRDX2 inibida 

 

 Esse trabalho também possibilitará o estudo mais aprofundado de outras 

proteínas envolvidas em doenças hematológicas como talassemias e anemia 

falciforme. 
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ANEXOS 

Anexo 1 
 

Mapa completo do vetor utilizado para a transfeccção 

 

Mapa completo do plasmídeo pLKO.1-puro (Figura A1) utilizando a sequência 

do vetor vazio e a ferramenta de análises de vetores do site Addgene. 

 

 

 

Figura A1 – Mapa completo do plasmídeo utilizado pLKO.1 puro vazio. O mapa completo do 

plasmídeo foi gerado através da sequencia do plasmídeo vazio utilizando o a ferramenta da Addgene que 

analisa vetores. No mapa, podemos observar todos os sítios de restrição e os genes contidos no plasmídeo 

para possíveis análises futuras. 
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Anexo 2 
 

Preparação de meio RPMI 

 

 O meio RPMI 1640 foi originalmente desenvolvido para cultura de células 

leucêmicas humanas em suspensão. Roswell Park Memorial Institute (RPMI) é 

considerado um excelente meio de cultivo para diferentes células como HeLa, Jurkat, 

MCF-7, PC12, PBMC e K562 entre outras. O meio RPMI contém vermelho fenol como 

indicador de pH, o agente redutor glutamina e altas concentrações de vitaminas. 

Adicionalmente contem biotina e vitamina B12, os quais não são encontrados em outros 

meios como DMEM. Além disso, o meio RPMI contem as vitaminas inositol e colina 

em altas concentrações. RPMI não contém proteínas, lipídios ou fatores de crescimento, 

necessitando de suplementação, comumente é realizada a suplementação com 10% de 

soro bovino fetal. Esse meio necessita também a adição de bicarbonato de sódio (2 g/L) 

como sistema de tampão e um ambiente de 5-10% CO2 para manter o pH fisiológico. 

 Para preparar 1L de meio RPMI (RPMI-1640 Medium - SIGMA), dilui-se o 

conteúdo de 1 sachê contendo 10,4g de meio em pó em aproximadamente 950ml de 

água deionizada, foi adicionado 2g de bicarbonato de sódio e misturado até que 

estivesse bem diluido. O pH foi ajustado para aproximadamente 7,2, foi adicionado 

antibióticos (penicilina 100U/ml, estreptomicina 100μg/ml) e fungicida (anfotericina 

0,25μg/ml) e então o volume foi completado para 1L utilizando água deionizada. O 

meio foi filtrado utilizando membrana de 0,22μm em sistema estéril e armazenado em 

vidro autoclavado na geladeira por no máximo 1 mês. 

 

 

Descongelamento das células K562 

 

Antes de descongelar as células os materiais necessários são colocados no fluxo 

e deixados 30 minutos expostos à luz UV. O meio RPMI e o soro bovino fetal foram 

retirados da geladeira e do freezer respectivamente e deixados até atingir temperatura 

ambiente. Dentro do fluxo foi preparado 5 ml de meio RPMI suplementado com 20% de 

soro bovino fetal (SBF) em um falcon e colocado em frasco de cultura celular de 50 ml. 

Em seguida o tubo criopreservante contendo as células a serem descongeladas 

foi colocado por 5 minutos no gelo. Então o conteúdo do tubo foi despejado dentro de 

um frasco de cultura de 50 ml com o meio utilizando uma pipeta. O descongelamento 
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das células é geralmente realizado de forma rápida, dessa forma minimiza os danos às 

células. Apesar de todo o cuidado durante o congelamento e descongelamento esses 

processos são danosos para as células e, portanto, ao descongelar as células, devem ser 

colocadas em meio de cultivo com uma concentração de 20% de soro bovino fetal por 

um dia. O soro bovino fetal é um complemento do meio de cultura, contém fatores de 

crescimento, hormônios, proteínas, peptídeos, nucleosídeos e lipídeos importantes para 

a proliferação celular. Após o descongelamento foi utilizado 20% de soro por um dia a 

fim de promover um meio ambiente rico para a recuperação ao estresse causado durante 

o congelamento e descongelamento das células.  

O frasco foi então identificado e deixado por um dia em estufa a 37°C com 

atmosfera de 5% de CO2.  Após esse período, as células foram observadas em 

microscópio invertido para verificar a confluência e o meio é trocado a fim de diminuir 

a concentração de soro bovino fetal, que induziria a diferenciação e retirar o DMSO 

(solução criopreservante) o qual é tóxico à célula. 

As células foram centrifugadas com rotor swing por 5 minutos, a uma rotação de 

600g com desaceleração 0-2 e temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado celular ressuspendido em aproximadamente 10 ml de meio RPMI fresco 

suplementado com 10% de soro bovino fetal. Após resuspender as células o conteúdo 

foi colocado novamente no frasco de cultivo e deixado em estufa úmida a 37% com 

atmosfera de 5% de CO2.  

De 2 em 2 dias aproximadamente as células foram observadas quanto a sua 

confluência, número, morfologia e possíveis contaminações, adicionando-se meio 

fresco suplementado com 10% de soro bovino fetal e trocando-o quando julgar 

necessário (em casos de mudança de pH ou precipitação de células mortas). 

  

Congelamento de células K562 

 

 

Após alguns dias de cultivo, aproximadamente 1 semana, congelamos uma parte 

das células. Primeiramente, foi preparada a solução criopreservante (DMSO 10% e soro 

bovino fetal 90%). O conteúdo do cultivo celular foi colocado em um tubo cônico de 15 

mL e centrifugado com rotor swing por 5 minutos, a uma rotação de 600g com 

desaceleração 0-2 e temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado celular resuspendido com a o volume desejado de solução criopreservante 

para um número de células de 2x10
6
 células/ml. A solução foi adicionada gelada de 1 
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em 1 ml e homogeneizando. Após ressuspenção, o conteúdo foi aliquotado em tubos 

criopreservantes com um volume de aproximadamente 1ml contendo 2x10
6
 células/ ml. 

Os tubos foram armazenados em freezer -80 por 12-24 horas e transferidos para o 

nitrogênio líquido. 
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Anexo 3 
 

Padronização dos primers de qRT-PCR  

 

 

 A técnica de PCR em tempo real (qRT-PCR) permite a detecção e quantificação 

de fragmentos de DNA e RNA em tempo real com alta sensibilidade e especificidade, a 

quantificação desses ácidos nucleicos é feita de forma precisa e com maior 

reprodutibilidade que a técnica convencional já que determina valores durante a fase 

exponencial da reação. O ponto que detecta o ciclo na qual a reação atinge o limiar da 

fase exponencial é denominado Cycle threshold (CT). Este ponto permite a 

quantificação exata e reprodutível baseado na fluorescência. Essa técnica é 

extremamente sensível e como os valores são medidos na fase exponencial de 

amplificação, qualquer variável pode significar um resultado não confiável, por isso 

vários cuidados devem ser tomados para a realização de um experimento confiável e 

eficiente que minimize a possibilidade de conclusões erradas [104]. 

A eficiência das reações de amplificação por qRT-PCR depende de diversos 

fatores, tais como o cuidado com a pipetagem, a qualidade e integridade das amostras de 

cDNA, desenho dos primers, condições de termociclagem, qualidade e quantidade dos 

reagentes e tamanho do produto da amplificação. Por isso as condições específicas para 

cada experimento necessitam ser padronizadas.  

O desenho dos primers é um dos principais fatores limitantes para a eficiência da 

técnica de PCR em tempo real e precisa seguir uma série de regras. Por isso os primers 

que serão utilizados nesse estudo foram desenhados a fim de apresentar temperatura de 

anelamento ideal entre 58 e 60° para eficiência do ciclo padrão de termociclagem, os 

primers foram desenhados para uma região localizada entre dois exons, evitando a 

amplificação de gDNA por eventual contaminação e além disso foram desenhados 

evitando-se a possibilidade de formação de homodimeros, heterodimeros e “hairpin”  

entre os primers. A sequência dos primers referentes aos genes que serão analisados 

através da técnica de qRT- PCR estão apresentadas na Tabela A1. 

 

Tabela A1. Sequências dos primers que foram utilizados nas reações de qRT-PCR. 

 

Primer Sequência 

PRDX1F TGTAAATGACCTCCCTGTTGG 
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PRDX1R TATCACTGCCAGGTTTCCAG 

PRDX2F 

PRDX2R 

CTGTTAATGATTTGCCTGTGGG 

TGGGCTTAATCGTGTCACTG 

PRDX3F 

PRDX3R 

TCCCACTTTAGCCATCTTGC 

GTAGTCTCGGGAAATCTGCTTAG 

PRDX4F 

PRDX4R 

ATCAGATCTCAAAGGACTATGGTG 

CCAAACGTAGTGTCTCATCCAC 

PRDX5F  

PRDX5R 

AGAAGGGTGTGCTGTTTGG 

TCATTAACACTCAGACAGGCC 

PRDX6F 

PRDX6F 

CACGACTTTCTGGGAGACT 

GGGCAATCAACTTAACATTCCTC 

β  ACTINA - F 

β  ACTINA - R 

AGGCCAACCGCGAGAAG 

ACAGCCTGGATAGCAACGTACA 

CATALASE – F 

CATALASE – R  

TGAATGAGGAACAGAGGAAACG 

GTACTTGTCCAGAAGAGCCTG 

SOD 1 – F 

SOD 1 – R  

GGGCAAAGGTGGAAATGAAG 

CAGCTAGCAGGATAACAGATGAG 

GPX 1 – F 

GPX 1 – R  

TTCCAGACCATTGACATCGAG 

CACCCTCATAGATGAAAACCCC 

TRX 1 – F 

TRX 1 – R  

TGGTGAAGCAGATCGAGAGCAAAGA 

ACCACGTGGCTGAGAAGTCAACTA 

TRXR1 – F 

TRXR1 – R  

CAACATTGTCTGTGACCAAGC 

AACCCTCTAGAAAACTTCGCC 

SRX– F 

SRX – R  

AGCATCCACACCAGACTTG 

ACCCCTGCTATCCCTTCTG 

 

 

Além do desenho, a quantidade de primer a ser usada é outro fator essencial que 

interfere na eficiência das reações. É importante que seja utilizada uma combinação de 

concentração de primers foward e reverse mínima o suficiente para permitir a 

duplicação de todas as cópias do gene presentes na amostra, que forneçam o menor 

valor de Ct (ciclo threshold), a maior amplificação na fase exponencial (maior ΔRn, que 
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corresponde à variação de fluorescência)  e que forme a menor quantidade de dímeros 

de primers. 

Após a síntese, realizamos a padronização da concentração dos primers 

utilizando uma amostra de cDNA de células K562. Para tal, utilizamos as seguintes 

concentrações de primers foward e reverse respectivamente para verificar a melhor 

combinação de concentração (100/100, 100/150, 100/300, 150/100, 150/150, 150/300, 

300/100, 300/150, 300/300 nM). Para cada par de primer foi verificada a combinação 

de concentração que apresentasse a maior amplificação (maior taxa de fluorescência) e 

menor formação de dímeros, utilizando a menor concentração de primers possível. As 

concentrações utilizadas para cada gene estão descritas na Tabela 4. 

Na Figura A2, está exemplificada a curva de amplificação da padronização do 

primer da PRDX1, a qual apresentou sua melhor amplificação nas concentrações 

300F/300R nM. Na Figura A2 A podemos observar todas as curvas de amplificação, na 

parte (Figura A2 B) observamos a curva da concentração escolhida (Seta preta) e na 

parte (Figura A2 C) observamos a curva de melting da concentração escolhida, a qual 

apresentou a maior fluorescência, menor formação de dímeros. 
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Figura A2 – Padronização dos primers PRDX1. A) A padronização do primer da PRDX1 demonstrou 

entre todas curvas para as diferentes concentrações de primers, que a melhor combinação de concentração 

foi 300F/300R nM, C) destacado em cor laranja e apontada pela seta preta. C) A qual apresentou maior 

emissão de fluorescência, menor formação de dímeros de primer na menor concentração possível. Como 

pode ser visto na curva de melting, o pico único aparece próximo a 81°C mostrando a especificidade da 

amplificação, onde picos em temperaturas distintas indicariam bandas inespecíficas ou formação de 

dímeros. 

 

 

Adicionalmente, podemos observar que os NTCs (no-template controls) não 

apresentaram amplificação, nem formação de dímeros (Figura A3). 

 

 

C
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Figura A3 - NTCs (no-template controls) PRDX1. A) A ausência de amplificação no controle negativo 

indica que não há contaminação do primer. B) A Curva de melting confirmando a ausência de 

contaminantes.  

 

 

Após a determinação da melhor concentração dos primers partimos para a 

elaboração da curva de eficiência da reação. Uma vez que os valores são medidos na 

fase exponencial de amplificação, qualquer variável pode significar um resultado não 

confiável, e a reação não se torna eficiente, por isso é realizada a curva para determinar 

a eficiência da reação, que para ser considerado eficiente, deve apresentar valor de 

eficiência entre 95 – 105%, quanto mais próximo de 100% mais eficiente é a reação. 

Foram realizadas diluições seriadas de 1:5 partindo de uma amostra de cDNA à 200ng 

utilizando as mesmas concentrações de primers determinadas previamente. Como a 

amplificação é exponencial, deve haver uma diferença de 3,32 Cts na amplificação de 

cada uma das diluições e ao traçarmos uma reta relacionando a potencia da diluição e o 

Ct obtemos a curva da eficiência do primer, a qual deve apresentar o valor de R
2
 mais 

próximo de 1 (100%) (Figura A4 A e Figura A4 B). 

A curva de melting também foi analisada para verificar a formação de dímeros 

ou amplificações inespecíficas, representadas pelo aparecimento de mais de um pico. 

Depois de obtidos e analisados os parâmetros citados é determinado um threshold que 

será utilizado nas análises posteriores (Figura A4 C). 
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Figura A4 – Teste de eficiência da reação para análise do gene PRDX1. Foram realizadas diluições 

seriadas de 1:5 partindo de uma amostra de cDNA à 200ng e as concentrações de primers determinadas 

previamente. Como a amplificação é exponencial, podemos observar como esperado, uma diferença de 

3,32 Cts na amplificação de cada uma das diluições seriadas realizadas (A). Ao traçarmos uma reta 

relacionando a potência da diluição (abscissas) e o Ct (ordenadas), obtivemos a chamada curva de 

eficiência do primer, a qual deve apresentar o valor de R
2
 mais próximo possível de 1 (100%) (B), no 

caso da PRDX1 e de todos os outros genes de interesse as curvas de eficiência apresentaram uma 

eficiência maior que 95%. O pico único que aparece na figura da curva de melting (C) próximo a 82°C 

mostra a especificidade da amplificação, onde picos à temperaturas distintas indicariam bandas 

inespecíficas ou ocorrência de dímeros. 

 

 

Abaixo, na Tabela A2 estão apresentados os valores da concentração de cada 

par de primer que se demonstraram ser ideais na padronização e os valores da eficiência 

de cada reação. Nossos dados apresentaram uma eficiência maior que 95% para todas as 

reações o que é bem próximo do ideal (100%), este valor é o suficiente para dizer que as 

reações de qRT-PCR são eficientes, reprodutíveis e consequentemente os resultados são 

confiáveis. 

 

A B

C



82 

 

Tabela A2. Apresentação da concentração ideal de cada par de primer determinada 

durante a padronização e eficiência de cada reação para cada gene alvo. 

 

Gene de interesse Concentração ideal de primers Eficiência da reação 

PRDX1 300F/300R nM 95,211 % 

PRDX2 150F/150R nM 98,338 % 

PRDX3 100F/300R nM 95,097 % 

PRDX4 300F/150R nM 95,112 % 

PRDX5 100F/100R nM 98,27 % 

PRDX6 100F/100R nM 100,324 % 

β  ACTINA 150F/150R nM 97,228 % 

CATALASE 150F/300R nM 101,923 % 

SOD 1 150F/150R nM 95,941 % 

GPX 1 300F/150R nM 96,576 % 

TRX 1 100F/150R nM 

 

94, 331% 
 

TRXR1 150F/150R nM 96,207% 

SRX 150F/150R nM 
95,645% 

 

 

 


