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RESUMO

Os eritrocitos sdo células anucleadas que desempenham um papel extremamente importante, ja
que participam do transporte de oxigénio (O2) para os tecidos. Alteragcbes na estrutura ou
funcionamento do eritrdcito podem levar a diversas deficiéncias, como as anemias hemoliticas, as
quais causam manifestagdes clinicas que podem levar ao aumento de producdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (ERO) agravando o quadro clinico do paciente. Diversos compostos vém
sendo estudados como terapia complementar em anemias hemoliticas a fim de minimizar os
efeitos oxidativos causados por essas doengas, entretanto nenhum sucesso foi obtido até entéo.
A melatonina é um horménio que participa como regulador do ciclo do sono, e mais recentemente
um papel como antioxidante vem sendo conferido também a este composto. Neste contexto, o
presente estudo teve como objetivo avaliar possiveis efeitos antioxidantes diretos e indiretos da
melatonina em células eritrocitarias, utilizando células eritréides K562 como um modelo biologico.
Para tanto, avaliamos a expressédo génica e conteudo proteico de diferentes enzimas antioxidantes
em células K562 diferenciadas ou ndo pela adi¢ido de Hidroxiureia e Hemina frente o tratamento
de melatonina (1nM e 1mM) quando induzidas ou ndo a estresse oxidativo (100uM de H20x).
Avaliamos também a viabilidade, diferenciagdo e nivel de peroxidacéo lipidica nestas células.
Nossos resultados mostraram que a administragdo da melatonina a 1nM levou ao aumento da
sobrevivéncia das células K562 n&o diferenciadas quando expostas ao estresse oxidativo induzido
por H20, juntamente com a diminuigdo dos niveis de peroxidacédo lipidica nessas células. A
expressdo de RNAm das enzimas antioxidantes PRDX1 e PRDX2 foi aumentada quando
administrada melatonina a 1mM na presencga de H.02em células diferenciadas (RNAm de PRDX1
- 50% no dia 2 e 50% no dia 4; RNAm de PRDX2 — 100% no dia 2 e 66% no dia 4). A anélise de
contetido proteico também mostrou importantes efeitos da melatonina, cuja administragéo de 1mM
aumentou a expressao de NRF2 (290% sem H20z, e 437% com H20z) e das enzimas antioxidantes
PRDX2 (20% sem H202, e 57% com H202) e CAT (170% sem H202, e 200% com H202) em células
diferenciadas no dia 4. Neste contexto, a melatonina vem se mostrando um promissor agente
terapéutico nesse tipo celular, modificando a expressdo de importantes biomarcadores
relacionados ao metabolismo redox eritrocitario e se mostrando potencialmente importante para

novas terapias antioxidantes.

Palavras-chave: N-acetil-5-metoxitriptamina, estresse oxidativo, antioxidantes, anemias

hemoliticas.



ABSTRACT

Erythrocytes are anucleated cells that play an extremely important role, since they participate in
the transport of oxygen (O2) to tissues. Changes in the structure or functioning of the erythrocyte
can lead to several deficiencies, such as hemolytic anemias, as the main clinical causes that can
lead to an increase in the production of Reactive Oxygen Species (ROS), aggravating the patient's
clinical condition. Several compounds have been studied as complementary therapy in hemolytic
anemias to end the oxidative effects caused by these diseases, but no success has been allowed
until then. Melatonin is a hormone that participates as a regulator of the sleep cycle, and more
recently a role as an antioxidant has also been given to this compound. In this context, the present
study aimed to evaluate the direct and indirect antioxidant effects of melatonin on erythrocyte cells,
using K562 erythroid cells as a biological model. Therefore, a genetic expression and protein
content of different antioxidant enzymes is available in K562 cells, differentiated or not by the
addition of hydroxyurea and hemin in the face of melatonin treatment (1nM and 1mM) when induced
or without oxidative stress (100uM H20). Viability, differentiation and level of lipid peroxidation are
also available in these cells. Our results show that the administration of 1nM melatonin leads to an
increase in the amount of undifferentiated K562 cells when exposed to oxidative stress induced by
H20., in addition to decreasing the levels of lipid peroxidation in these cells. mMRNA expression of
the antioxidant enzymes PRDX1 and PRDX2 was increased when 1mM melatonin was
administered in the presence of H20: in differentiated cells (PRDX7 mRNA - 50% on day 2 and
50% on day 4; PRDX2 mRNA - 100% on day 2 and 66% on day 4). An analysis of the protein
content also showed important effects of melatonin, whose administration of 1mM increased the
expression of NRF2 (290% without H202, and 437% with H20.) and of the antioxidant enzymes
PRDX2 (20% without H202 and 57% with H202) and CAT (170% without H202 and 200% with H205)
in differentiated cells on day 4. In this context, a melatonin has shown a promising therapeutic
agent in this type of cell, modifying an expression of important biomarkers related to erythrocyte

redox metabolism and showing itself potentially important for new antioxidant therapies.

Keywords: N-Acetyl-5-methoxytryptamine, oxidative stress, antioxidants, hemolytic anemias.
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1.0 - INTRODUGAO

1.1 — Células Eritrocitarias e o processo de eritropoese

As hemécias ou eritrdcitos sdo células bastante abundantes, sendo consideradas as células
presentes em maior quantidade no sangue periférico, representando cerca de 40-45% do volume
sanguineo total e mais de 90% dos elementos figurados'. Esse tipo celular é produzido na medula
dssea em humanos por um processo denominado eritropoese, este processo é extremamente
complexo e envolve uma grande variedade de células em diferentes estagios.

O principal fator envolvido na eritropoese é a eritropoetina (EPO), um horménio secretado
pelos rins, que estimula a diferenciagao de células-tronco hematopoéticas em proeritroblastos, 0s
quais sofrerdo modificagbes que resultardo na formagdo dos eritroblastos basofilos'. A partir
dessas células outros fatores sdo importantes para participarem da divisdo celular, como a
vitamina B12 e acido félico. Os eritroblastos basoéfilos ddo origem aos eritroblastos
policromatdfilos, que tem como caracteristica a elevada atividade de sintese de hemoglobina, com
ativa participacéo de ferro. A partir dessa fase as células ndo se dividem mais e passam por um
processo de amadurecimento no qual se transformam em eritroblastos acidofilos ou
ortocromaticos, que se caracterizam pela redugéo do nucleo e alta concentrag¢do de hemoglobina.
Apos essa etapa, 0 nucleo é extrudido da célula gerando os reticuldcitos, que sao células
anucleadas que ainda contém resquicios de organelas como o reticulo endoplasmatico,
mitocondrias e ribossomos com RNA mensageiro (RNAm), permitindo a essas células alguma
capacidade de sintese proteica (sendo que cerca de 10 a 20% da sintese de hemoglobina celular
total completa-se nesta fase). Finalmente, os reticuldcitos sdo langados na circulagdo, onde serao
maturados tornando-se eritrécitos maduros (hemécias) em um processo que leva de 1 a 2 dias.
A representacdo esquematica desse processo denominado eritropoese esta apresentado na figura
1.



Extrusdo do nucleo
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Figura 1 - Esquema representando a eritropoese em humanos. A eritropoetina (EPO) estimula a diferenciagao de
células-tronco hematopoéticas em proeritroblastos, os quais sofrerdo varias modificagdes que resultardo na formagéo
de reticulécitos, que sdo langados na circulagdo e finalizam seu processo de maturagdo tornando-se eritrcitos
maduros. (Esta figura foi criada pela autora adaptando imagens da Servier Medical Art Commons Attribution 3.0
Unported License (http://smart.servier.com)).

1.2 - Células Eritrocitarias e anemias hemoliticas

Os eritrécitos representam o tipo celular sanguineo mais abundante, e nos vertebrados
constituem o principal meio de transporte de oxigénio dos pulmdes/bréanquias a todos os tecidos
do corpo através do sangue'. Células eritrocitérias maduras apresentam-se como um disco
biconcavo achatado com um didmetro de 8 micrometros e espessura de 2 micrometros, tendo uma
média de tempo de vida de 120 £ 20 dias2. O constituinte citoplasmético mais abundante é a
hemoglobina (95% das proteinas citoplasmaticas) e suas membranas s&o constituidas por 50%
de proteinas, 40% de lipideos e 10% de carboidratos3.

Por conta da auséncia das organelas celulares particularmente o nucleo e a mitocondria,
celulas eritrocitarias perdem a habilidade de sintetizar aminoacidos e acidos graxos e, portanto
esse tipo celular possui uma capacidade limitada de metabolismo, suficiente apenas para
sobreviver, e sdo continuamente removidas de circulagdo e substituidas por células novas
formadas na medula 6ssea2*.

A estrutura molecular dos eritrécitos normais é extremamente importante para manter o
funcionamento dessa célula, alteragdes ou falhas em um ou mais componentes dessa célula
podem levar ao que chamamos de anemias hemoliticas. Esses defeitos podem dificultar o

funcionamento dos eritrocitos e a prote¢do contra o estresse oxidativo nessa célula. As anemias

2
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hemoliticas hereditarias ndo imunes, podem ser classificadas de acordo com o defeito principal

em trés grupos: Hemoglobinopatias, membranopatias e enzimopatias®6.

1.2.1 - Hemoglobinopatias

A proteina mais prevalente no eritrocito € a hemoglobina, representando aproximadamente
90% do total de proteinas nesse tipo de célula. A principal fungdo da hemoglobina é absorver,
transportar e distribuir o oxigénio para os diversos tecidos do organismo. Possui uma estrutura
globular e quartenaria, constituida de quatro subunidades iguais, duas a duas, compostas de dois
pares de cadeias polipeptidicas, ou cadeias globinicas, sendo um par denominado de cadeias tipo
alfa e o outro de cadeias do tipo ndo-alfa ou beta. Sua estrutura é ligada a um atomo de ferro, a
ferroprotoporfirina IX (grupo heme), que possui a propriedade de receber, ligar e/ou liberar o

oxigénio nos tecidos (Figura 2) 8.

=% CcH2

Hemoglobina Grupo Heme

Eritrocito

Figura 2 - Estrutura da molécula de hemoglobina HbA. A hemoglobina é formada por quatro cadeias polipeptidicas,
duas do tipo alfa e duas do tipo beta, cada uma associada a um grupamento heme, contendo um atomo de ferro ao
qual se liga o oxigénio de modo reversivel. (Figura feita pela autora através do software grafico Discovery Studio
2019).

A composicdo das cadeias de hemoglobina é alterada ontogeneticamente durante o
desenvolvimento da vida, produzindo desse modo, diferentes tipos de hemoglobinas, as quais sao
compostas por diferentes combinagdes de cadeias polipeptidicas °. Durante o periodo embrionario
sdo produzidos trés tipos de hemoglobina: Gower 1 ({2¢2), Portland ({2y2) e Gower 2 (o),
presentes até a décima segunda semana do periodo embrionério A hemoglobina fetal (HbF),

presente principalmente no feto e que permanece na vida adulta em aproximadamente 1% da



populagdo, contém duas cadeias a e duas cadeias y e por fim, a hemoglobina adulta (HbA), que
é a mais prevalente durante toda a vida, contém duas cadeias a e duas 1°.

Mutagbes que alteram a expressdo dos genes da hemoglobina resultam em
hemoglobinopatias, que representam as formas mais comuns de anemia hemolitica hereditaria'.
Essas alteragdes representam um grupo heterogéneo de doengas genéticas, que em geral podem
ser divididas em trés grupos: Variantes estruturais (alteram a estrutura da proteina sem afetar sua
taxa de sintese); Mudancas no ritmo de sintese, com supressao parcial ou total da produgao de
uma ou mais cadeias globinicas, que resultam em menor sobrevida de eritrocitos e consequente
anemia cronica'?; E uma anomalia caracterizada por persisténcia na produgdo de cadeias y
durante a idade adulta, chamada Persisténcia Hereditaria da Hemoglobina Fetal (PHHF) (grupo

clinicamente benigno)1-14,

Doenca falciforme

A doenca falciforme é uma doenga genética autossdémica recessiva hereditéria que leva a
uma polimerizagdo da hemoglobina, que promove uma desidratagdo e uma modificagdo na
morfologia dos glébulos vermelhos, que assumem a forma de uma foice. Sua distribui¢do se
correlaciona com as regides endémicas da malaria, pois confere aos heterozigotos um efeito
protetor contra a infec¢do por Plasmodium falciparum’s.

Esta doenca ocorre devido a substituigdo de uma unica base de nitrogénio no cddon 6 do
gene da beta globina, onde uma adenina é substituida por uma timina (GAG — GTG), resultando
na substituicdo do &cido glutamico pelo aminoacido valina. Essa substituicdo causa alteracoes
estruturais na molécula de hemoglobina, culminando no aparecimento de uma hemoglobina
anémala, denominada hemoglobina S (HbS)6.17. Quando a HbS assume a forma desoxigenada,
sua conformacgdo molecular é modificada devido a presenca de valina, que interage com o receptor
de fenilalanina (B-85) e leucina (B-88) da molécula adjacente de HbS. Essa interagao de carater
hidrofébico leva a formagdo de polimeros que, apds sucessivos ciclos de oxigenagao /
desoxigenagao, levam a célula a assumir a forma de foice 8.

O processo de falcisagdo resulta na deformacdo da membrana eritrocitaria, altera a
funcionalidade da bomba de sddio/potassio, levando a alteragbes de permeabilidade e
desidratagdo celular que contribuem para a destruicdo prematura dessas células e a hemdlise
cronica 0 que leva ao aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO) e consequente dano
oxidativo. As células falciformes tornam-se rigidas e subforméaveis, o que aumenta a viscosidade

sanguinea e favorece o processo de ocluséo dos vasos (Figura 3)5.



O fenémeno de vaso-oclusao é o principal evento fisiopatoldgico ligado a origem dos sinais
e sintomas apresentados no quadro clinico dos pacientes com anemia falciforme, tais como crises
algicas; crises hemoliticas; ulceras de membros inferiores; sindrome toracica aguda; sequestro
esplénico; priapismo; necrose asséptica de fémur; retinopatia; insuficiéncia renal cronica;

autoesplenectomia; acidente vascular cerebral, entre outros'®.

Eritrocito Normal Eritrocito Falcémico

Eritrdcitos fluem livremente pelos Células falciformes bloqueando o fluxo
vasos sanguineos celular no vaso sanguineo

Figura 3 - Glébulos vermelhos normais x células falciformes. Os glébulos vermelhos normais s&o capazes de
fluir livremente dentro dos vasos sanguineos, enquanto os glébulos vermelhos falciformes sdo anormalmente rigidos
e malformados, o que aumenta a viscosidade do sangue e favorece o processo de oclusdo dos vasos. (Esta figura foi
criada pela autora adaptando imagens da Servier Medical Art Commons Attribution 3.0 Unported License
(http://smart.servier.com)).

Talassemias

As talassemias s@o um grupo de doengas hereditérias caracterizadas por supresséo parcial
ou total na sintese de uma ou mais subunidades das cadeias de globinas, levando ao acimulo da
cadeia cuja sintese é preservada. As cadeias em excesso sdo instaveis e se precipitadam,
causando alteragbes na membrana eritrocitaria e sua destruicdo prematura (Figura 4). As
talassemias séo classificadas de acordo com a cadeia cuja sintese é afetada e as mais comuns
sdo as talassemias a e B'2. A subprodugdo da hemoglobina diminui a capacidade de transporte
de oxigénio dos eritrocitos e, mais importante, o excesso de subunidades de globina n&o
emparelhadas precipita no folheto interno da membrana, formando corpos de inclusdo que causam

danos a membrana e morte celular prematura. A destruigao intensa do precursor eritrdide resulta
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em eritropoese ineficaz. Os eritrocitos que atingem o sangue periférico s@o microciticos e
hipocrémicos e sdo rapidamente removidos pelo bago ou submetidos a hemdlise na circulagéo, o
que contribui para a anemia que caracteriza a doenga®20,

A destruicao dos eritrocitos estimula um aumento na sintese da eritropoietina, levando a
expansdo da medula 6ssea devido ao aumento da eritropoese. A expansdo da medula espinhal
causa varias complicagdes, como deformidades 6sseas esqueléticas e faciais e doengas como
osteoporose, enquanto intensa destruicdo de eritrocitos pode causar ictericia em pacientes com
formas mais graves da doenga®2!.

Outro fator importante na fisiopatologia da talassemia é a sobrecarga de ferro, proveniente
de varias fontes, como o ferro liberado pela hemdlise dos glébulos vermelhos, causando danos
aos tecidos devido a formagao de espécies reativas de oxigénio (ERO)?2. Um importante efeito do
grupo heme livre e do aumento de ERO liberados na circulagao é promover a inflamagéo vascular
através da ativacdo de NFKB (Nuclear Factor kappa B) e AP-1 (Activator Protein 1), que
desencadeiam o aumento na expressdo de citocinas pré-inflamatérias e moléculas de adeséo.
Isso resulta em maior adesdo dos eritrocitos, leucocitos e plaquetas ao endotélio, causando
ativacao e disfuncéo endotelial?®. O ferro livre atinge vérios drgéos, principalmente coragao, figado,
pancreas e a glandula pituitaria, causando danos aos tecidos em virtude da formagao de ERO. A
doenca cardiaca decorrente desse mecanismo € a causa principal de morte nos portadores da

talassemia maior22.



Eritrocito Normal Eritrocito Talassémico
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Figura 4 - Globulos vermelhos normais x Globulos vermelhos talassémicos. Os glébulos vermelhos normais séo
capazes de circular normalmente desempenhando seu papel no transporte de oxigénio, enquanto os glébulos
vermelhos talassémicos s&o constantemente destruidos pelo bago ou sofrem hemolise devido a agregagao de globina
nao emparelhada nas células. Esse evento causa anemia, deformidades esqueléticas e faciais e sobrecarga sistémica
de ferro. (Esta figura foi criada pela autora adaptando imagens da Servier Medical Art Commons Attribution 3.0
Unported License (http://smart.servier.com)).

Persisténcia hereditaria da HbF (PHHF)

Uma condig&o caracterizada por niveis elevados de HbF em individuos adultos, conhecida
como persisténcia hereditaria da HbF (PHHF), tem uma correlagéo estrita com uma melhora nas
condigdes clinicas de pacientes com hemoglobinopatias, nas quais a beta globina é afetada. Com
0 aumento da expressao das cadeias y nesses pacientes durante a idade adulta, a proporcao geral
de células falciformes diminui, reduzindo a polimeriza¢do da hemoglobina falciforme desoxigenada
e amenizando a carga de sintomas na doenga falciforme. Nos pacientes B talassémicos, a
prevalencia da produgédo das cadeias globinicas y diminuem o acumulo de globinas a diminuindo
assim os danos oxidativos causados pelo acumulo do ferro e o quadro clinico de anemia desses

pacientes 11-14,

1.2.2 - Membranopatias
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A membrana dos eritrécitos nada mais é do que uma estrutura bidimensional, composta por
um citoesqueleto e uma bicamada lipidica acoplada, que controlam a forca mecanica, a
deformabilidade elastica e o estado de hidratagdo dessa célula’. A bicamada lipidica & composta
por varios tipos de fosfolipidios, esfingolipidos, colesterol e proteinas integrais. Ja foi caracterizado
mais de 50 proteinas transmembranares nos eritrocitos, algumas delas sendo proteinas
transmembranares responsaveis pela definicdo dos varios antigenos dos grupos sanguineos. As
proteinas da membrana exibem fungéo diversa, servindo como proteinas de transporte, proteinas
de ades&o envolvidas nas interagdes dos glébulos vermelhos com outras células sanguineas,
células endoteliais e como receptores de sinalizagdo’ 2,

Em relacdo ao papel estrutural, 2 complexos macromoleculares de proteinas trazem
relevancia direta a integridade estrutural da membrana: (1) complexo de anquirina e (2) complexo
4.1R. A anquirina se liga ao dominio citoplasmatico da Banda 3 além de outras proteinas e a
espectrina. De forma similar, a proteina 4.1R reforga a ligagao entre espectrina e actina, permite
a ligacéo entre espectrina e Glicoforina C (GPC) e liga-se a porgao citoplasmatica da banda 324.
Ambos os complexos interagem com os tetrameros de espectrina do citoesqueleto, mantendo a

forma e a fungdo da membrana eritrocitaria (Figura 5).

Complexo Anquirina Complexo 4.1R
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Figura 5 - Representagdo esquematica da membrana eritrocitaria. A membrana é composta por uma bicamada
lipidica anfifilica e varias proteinas transmembranares incorporadas a elas. Algumas dessas proteinas estdo
ancoradas a proteinas esqueléticas, como a espectrina através de dois complexos: complexo Anquirina e complexo
4.1R. Desempenhando importante papel na integridade da membrana eritrocitéria (Figura feita pela autora).



Esferocitose hereditaria (HS)

A sindrome de esferocitose hereditaria (HS) é um defeito primario associado as proteinas
da membrana eritrocitaria. Este é o disturbio hereditario da membrana plasmatica mais comum no
norte da Europa e na América do Norte 5.

As anormalidades em proteinas de membrana, tais como anquirina, a e B-espectrina, banda
3 e proteina 4.2, levam a perda de area superficial da membrana em relagcdo ao volume
intracelular, o que causa a esfericidade do eritrécito. Estas deformagdes causam a fragilidade,
vesiculagéo e perda de membrana dos eritrocitos (Figura 6)2526, Esses eventos acabam causando
um aumento de produgéo de espécies reativas de oxigénio o que acarreta no dano oxidativo a
biomoleculas, agravando o quadro clinico dos pacientes?’.

A manifestacéo clinica primaria em pacientes com HS varia devido a gravidade do defeito
na proteina da membrana 2526, Em geral, as manifestagdes incluem hemdlise, palidez, ictericia,
esplenomegalia, anemia, reticulocitose, esferdcitos no esfregago de sangue periférico e fragilidade

osmotica positiva 2.
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destruido por
macroéfago

Figura 6 - Representacdo da hemdlise e destruicdo dos esferdcitos devido as anormalidades em sua
membrana . (Esta figura foi criada pela autora adaptando imagens da Servier Medical Art Commons Attribution 3.0
Unported License (http://smart.servier.com)).

1.2.3 - Enzimopatias
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Embora os eritrocitos maduros nao possuam nucleo e mitocdndrias, essa célula apresenta
uma via metabolica que, mesmo considerada limitada, é capaz de manter sua viabilidade durante
120 dias 28. Multiplas enzimas controlam as diferentes vias metabdlicas em eritrdcitos maduros,
algumas inclusive sdo enzimas chave na manutencdo desta célula 28. Existem trés vias
metabdlicas principais presentes em eritrécitos maduros, a via da glicdlise anaerdbica (via de
Embden-Meyerhof), a via das pentoses fosfatadas e a via metabdlica oxirredutora (Figura 7). O
defeito em uma ou mais enzimas presentes nessas ou outras vias pode levar a diferentes tipos de

anemias 62829,
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Metabolismo oxirredutor
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Figura 7 - Esquema do metabolismo dos eritrocitos. A via de Embden-Meyerhof (Glicélise) produz ATP, a via das
pentoses fosfadas fornecem a célula NAPDH, o metabolismo oxirredutor protege a célula contra o estresse oxidativo,
o metabolismo nucleotidico produz &cido Urico e participa da manuten¢do do ATP, a via Luebering-Rapoport é
responsavel pela produgéo de 2,3-Bifosfoglicerato que regula a liberagéo de O2 pelos eritrocitos nos tecidos, e a via
da metahemoglobina redutase responsavel pela redugdo da metahemoglobina em hemoglobina através do NADPH
(Figura feita pela autora).
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Deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD)

Esta ¢ a deficiéncia enzimatica humana mais prevalente, esta enzimopatia afeta centenas
de milndes de pessoas e é herdada como caracteristica recessiva ligada ao X. A maioria das
mutacdes por deficiéncia de G6PD sdo mutagdes missense no gene G6PD localizadas no
cromossomo X (banda X q28). Essas mutagdes resultam na diminuicdo ou falta de atividade
enzimatica da G6PD, uma enzima que catalisa o primeiro passo da via das pentoses fosfatadas,
produzindo NADPH, crucial para a protecdo das células contra o estresse oxidativo. Devido a isso,
os eritrocitos deficientes em G6PD tém baixos niveis de GSH e s&o mais suscetiveis aos efeitos
prejudiciais de espécies reativas de oxigénio acumuladas, resultando em hemdlise 3031, Apesar de
paciencientes com deficiencia de G6PD serem assintomaticos em condi¢des normais, eles
apresentam um aumento no nivel de espécies reativas de oxigénio que pode ser agravado com a

ingestao de certas drogas oxidantes e alimentos como fava, ervilhas e corantes 32,

1.3 - Estresse oxidativo nos eritrocitos

O balango redox nos eritrécitos como qualquer outra célula é determinado através do
equilibrio entre a producdo de agentes pro-oxidantes e antioxidantes. Sendo os pré-oxidantes
denominados de espécies reativas de oxigénio (ERO). O termo espécies reativas de oxigénio é
utilizado para designar espécies radicalares derivadas do oxigénio como o anion radical
superoxido (O2+), radical hidroxila (~OH), radical alcoxila (RO*), radical peroxila (ROO") e também
espécies ndo radicalares como o peroxido de hidrogénio (H202), acido hipocloroso (HOCI),
oxigénio singlete ('O2) hidroperdxidos organicos (ROOH) e ozdnio (O3)33. Em baixos niveis
fisioldgicos, as especies reativas de oxigénio estdo envolvidas em processos celulares importantes
como a sinalizagdo intracelular*-%6. No entanto, quando essas espécies excedem a capacidade
antioxidante das células, sdo responsaveis pela oxidagcdo de biomoléculas, como proteinas,
lipidios e DNA, causando danos as organelas podendo levar a morte celular3’-42,

O papel fisiologico do eritrécito como transportador de oxigénio resulta em um ambiente
celular extremamente oxidante, rico em oxigénio e hemoglobina (Hb) que contem um &tomo de
ferro em cada cadeia globinica. Devido a esse ambiente, os eritrocitos estdo expostos a producéo
de agentes pré-oxidantes (ou ERO) e consequentemente estéo sob estresse oxidativo constante.

A ligagéo do oxigénio ao ferro presente no eritrocito ocorre reversivelmente, durante esse
processo, ocorre espontaneamente a auto-oxidagdo da hemoglobina [Hb (Fell) Oz] na
metahemoglobina [Hb (Felll)] e a liberagéo do anion superdxido (O2'-)*3-45. Essa é a principal fonte
de ERO nos eritrdcitos, sendo que o anion superoxido é capaz de atacar diretamente a membrana
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dos eritrécitos causando alteracdes nos lipideos e na estrutura das proteinas*6. Uma vez que a
concentragdo de hemoglobina no interior dos eritrcitos é bastante alta (cerca de 5mM), mesmo
uma pequena parcela que sofre auto-oxidagao pode gerar elevados niveis de ERO. A redugéo do
02 em O~ é acompanhada da oxidagdo do atomo de ferro da hemoglobina, formando a
metahemoglobina [Hb (Felll)], a qual ndo é mais capaz de transportar O247.

Através da agdo da enzima superoéxido dismutase (SOD) ou por dismutagéo espontanea, o
02 pode ser convertido a H20,. O peroxido de hidrogénio (H20.) apesar de ndo ser uma molécula
téo reativa, é capaz de oxidar tiois de proteinas proporcionando agregagéo e perda de atividade
das mesmas. Além disso, 0 H202 pode reagir com metais como o ferro dando origem ao radical
hidroxila ("OH), o qual é extremamente reativo e ataca rapidamente as biomoléculas no local onde
é formado. Este radical pode ser formado através da reacéo de Fenton e Harber-Weiss como

descrito abaixo 33;

Reacgao de Fenton
(i) H2O2 + Fe?* > ~OH + OH- + Fe3*
(ii) Fe3* + Oy > Oz + Fe*
Reagéo de Harber-Weiss
(iii) H202 + O > O2 + “OH + OH-

O H202 pode ser gerado além da dismutagdo do O, através de fontes extracelulares e
entrar no eritrcito devido a alta permeabilidade de ERO na membrana dessa célula. Desta forma
a hemoblobina esta constantemente sob o efeito do H.0.. Existem evidéncias que 0 aumento do
H.0; esta diretamente relacionado com a peroxidagao lipidica e hemdlise do eritrocito 4148,

Os hidroperdxidos de lipidios (LOOH) s&o os produtos gerados pela peroxidagao lipidica e
sua decomposi¢do resulta em produtos de maior reatividade e toxicidade, como os radicais
peroxila (LOO") ou alcoxila (LO"). Os lipideos ricos em acidos graxos poliinsaturados est&o entre
os alvos mais susceptiveis a peroxidacéo lipidica. Nos eritrdcitos, a peroxidagéo lipidica pode
causar a polimerizagao dos componentes da membrana e 0 aumento da rigidez dos fosfolipidios
da bicamada, levando a diminuicdo de sua deformabilidade, o que por sua vez aumenta a

suscetibilidade destas células & hemdlise49-50,

1.4 - Estresse oxidativo em doengas hematologicas
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O estresse oxidativo tem sido associado a diversos processos como o envelhecimento e ao
agravamento de diversas doengas. Como ja dito anteriormente as anemias hemoliticas
apresentam respostas fisiolégicas em comum, como o aumento da geragédo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) o que acaba agravando o quadro clinico do paciente.

Além da auto-oxidagdo da hemoglobina em metahemoglobina, existem outras fontes de
ERO em um eritrocito anémico. Essas fontes incluem a geragéo de anion superdxido (O2+) pela
NADPH oxidase, o0 acumulo de heme devido ao excesso de cadeia da globina livre, a hemdlise
(que é o principal evento da anemia hemolitica) e a formagéo de hemicromos devido a precipitacéo
da hemoglobina. Esses eventos levam a outros eventos oxidativos, como a degradacdo da banda
3 pelas Caspases, a interagdo dos hemicromos com a banda 3 levando a clusterizagdo e
dissociagdo da banda 3 das proteinas citoesqueléticas, a oxidagdo da proteina 4.1, actina e
espectrina, resultando em interagéo prejudicada entre elas®' (Figura 8).

Essas respostas aumentam os danos celulares ja presentes nesses pacientes, como danos
a membrana e ao DNA, instabilidade celular e hemdlise, agravados pelo acumulo de ferro causado

pela maioria dessas doengas?2942:52-56,

Eventos oxidantes em eritrocitos anémicos

Degradagao de
Banda3

W '
@3 B
HbFe (Il) ——» HbFe(II)Oz% HbFe (111)
SO

Agregados de Hemélise
globinas ¢

Figura 8 - Representagdo esquematica dos eventos oxidativos em eritrdcitos anémicos. As principais fontes de
producdo de ERO e os eventos oxidativos resultantes em um glébulo vermelho anémico. Os eventos oxidativos
evidenciados na figura s&o: 1 - Auto-oxidagdo da hemoglobina em metahemoglobina; 2 - Formag&o de hemicromos
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devido a precipitacdo da hemoglobina e interagdo com a proteina Banda-3; 3 - Gerag&o de &nion superdxido (O2")
pela NADPH oxidase; 4 - Acimulo de heme devido ao excesso de cadeia da globina livre; 5 — Comprometimento dos
fosfolipideos e Hemolise; 6 - Degradacéo da banda 3 pelas Caspases; 7 - Oxidag&o da proteina banda-3, 4.1, actina
e espectrina. (Esta figura foi criada pela autora adaptando imagens da Servier Medical Art Commons Attribution 3.0
Unported License (http://smart.servier.com)).

1.5 — Mecanismos de defesa contra estresse oxidativo em células eritrocitarias

A produgdo intracelular de ERO ¢é equilibrada por uma variedade de moléculas ndo
enzimaticas de baixa massa molecular, entre elas piruvato, ascorbato (vitamina C), tocoferdis
(vitamina E), flavonoides, carotendides e glutationa (GSH)37.57.58, Além disso, e mais importante,
os eritrocitos dependem de um complexo sistema de defesa antioxidante que inclui enzimas como
Superoéxido Dismutase (SOD), que catalisa a converséo do anion superoxido em perdxido de
hidrogénio e Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPX) e Peroxiredoxinas (PRXs) que
catalizam a converséao de hidroperoxidos como o peréxido de hidrogénio em agua (Figura 9) 3759,

As enzimas GPXs removem o peroxido de hidrogénio de forma indireta, utilizando-o
como substrato para a oxidagao de glutationa reduzida (GSH). A molécula GSH portanto tem um
importante papel na eliminacdo de xenobidticos e na defesa das células contra o estresse
oxidativo. Para que a atividade protetora da glutationa seja mantida, ela precisa ser regenerada
através do ciclo catalitico, onde a Glutationa redutase (GR) é responsavel pela regeneracao da
Glutationa (GSH), a partir da Glutationa Oxidada (GSSG), na presenga de NADPH (Figura 9)0.
Peroxirredoxinas também precisam ser regeneradas em um ciclo catalitico para manterem seu
importante papel antioxidante. Nesse ciclo participam a enzima Tiorredoxina (Trx) que catalisa a
reducdo de todas as isoformas de Peroxirredoxinas oxidadas (com excessao da isoforma 6) e
Tiorredoxina Redutase (TrxR) que catalisa a redugéo de Trx a partir de eletrons doados por
NADPH (Figura 9)°'.

As peroxirredoxinas consistem em uma nova familia emergente de enzimas
antioxidantes capazes de catalisar a redugéo de hidroperoxidos através de cisteinas altamente
reativas presentes em seus locais ativos. No eritrdcito humano, a isoforma 2 de Peroxirredoxina
(PRDX2) ¢é a enzima antioxidante mais prevalente, sendo a terceira proteina mais expressa nesse
tipo de célula e tem demostrado uma importancia fundamental na defesa em muitos tipos
celulares, principalmente nos eritrocitos®9.62,

PRDX2 foi inicialmente caracterizada como uma proteina associada a membrana ja que
se liga reversivelmente a parede da membrana e esta ligada na regulacdo do canal de Ca2*/K*
6364, Estudos realizados recentemente demonstraram que a expressdo da PRDX2 se mostrou

mais alta em eritrécitos de humanos e ratos com f-thalassemia, uma doenca caracterizada pela
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diminuig&o ou auséncia da cadeia 3 da hemoglobina que leva ao acumulo de cadeias livres de a-
globina e altos niveis de ERQ®5 20.63,66-68,

Um estudo interessante de De Franceschi et al. demonstrou que durante a eritropoese
na B-talassemia as espécies reativas de oxigénio parecem aumentar a expressdo da PRDX2, que
tem um papel multifatorial dentro dos eritrocitos. Além de atuar como uma enzima antioxidante,
PRDX2 pode translocar-se para a membrana através da ligagédo ao dominio citoplasmatico da
banda 3, provavelmente para proteger a banda 3 e suas proteinas associadas contra danos
oxidativos®5.69.70,

Além disso, também foi demonstrado que a PRDX2 funciona como chaperona molecular
da hemoglobina, tanto durante a eritropoese, mantendo seu enovelamento adequado quanto apos
a maturagao, evitando sua desnaturacdo. Além disso, a PRDX2 liga-se ao heme livre com alta
afinidade, possivelmente para impedir as agdes oxidativas desse grupamento8571. Os principais

eventos antioxidantes presentes em eritrécitos anemicos estao apresentados na figura 9.

Eventos antioxidantes em eritrocitos anémicos

Banda 3

Trx

4 -. » Hb-0, [ PrOX2 ) v
o " reduzida

o IPX
oxidada

Figura 9 - Representagdo esquematica dos principais eventos antioxidantes em eritrocitos anémicos. Os
principais eventos antioxidantes presentes em eritrocitos acometidos por anemias hemoliticas incluem a atividade de
enzimas antioxidantes importantes: 1 - Remog&o de Oz pela enzima SOD com formagéo de H202; 2 - Remog&o de
H202 por CAT, GPX, PRDX2, PRDX1 e PRDX6; 3 - Atuagdo de PRDX2 ligando-se a hemoblobina e grupamento
heme livre para impedir suas agdes oxidativas; e 4 - Ligagdo de PRDX2 a proteina banda 3 impedindo sua oxidag&o.
(Esta figura foi criada pela autora adaptando imagens da Servier Medical Art Commons Attribution 3.0 Unported
License (http://smart.servier.com)).
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Como visto anteriormente as anemias hemoliticas em geral causam diversas
manifestacdes em comum, dentre elas 0 aumento de produgdo de ERO. No caso da deficiéncia
de G6PD os individuos apresentam uma diminuigdo de NADPH uma molécula essencial na via
antioxidante da célula, o que acarreta diretamente no aumento do estresse oxidativo. Em outros
casos como a anemia falciforme, a falcisagdo da hemoglobina acarreta em hemolise e vaso-
ocluséo que levam ao acumulo de ferro e consequente aumento do estresse oxidativo. Ja nas
talassemias, a falta/diminuicdo na produgéo de globinas acarreta na precipitagdo das globinas
produzidas e consequente acumulo de ferro, além disso pacientes com talassemias muitas vezes
necessitam de transfusdes recorrentes o que leva ao aumento do acumulo de ferro e consequente
maior estresse oxidativo 55172,

Frente a isso, atualmente vem sendo avaliada a a¢do moléculas antioxidantes para
desenvolvimento de terapias antioxidantes em individuos acometidos por anemias hemoliticas.
Neste contexto, diferentes agentes terapéuticos foram e estdo sendo testados atualmente como
suplementagao ao tratamento dessas anemias. Por exemplo, em anemia falciforme ja foi testada
a acdo de moléculas como ficocianobilina, acido félico em altas doses, acido lipoico, e N-
acetilcisteina, entretanto a aplicagao clinica desses compostos como suplemento terapéutico
mostrou-se limitada, uma vez que esses ndo apresentam efeitos antioxidantes significativos in
vivo, provavelmente por conta de sua baixa solubilidade?3.74.

Atualmente colaboradores do nosso grupo de pesquisa vem estudando a implicacdo da
melatonina neste mesmo sentido, como um tratamento adjuvante a fim de minimizar os efeitos
causados por espécies reativas de oxigénio em pacientes com anemias hemoliticas. Da Silva et.
al. 2014 demonstrou que a administracdo da melatonina em eritrécitos falcémicos protegia essas

células de danos oxidativos’s.

1.6 — Melatonina

1.6.1 — Papel fisioldgico da melatonina

Melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um horménio secretado principalmente pela
gléndula pineal, sendo também reportado como fonte desse horménio a retina, medula 6ssea,
plaquetas, pele, linfécitos, cerebelo e trato intestinal de espécies de vertebrados 6.

Melatonina € principalmente sintetizada pelos pinealocitos através do aminoacido triptofano
que é hidroxilado em 5-hidroxitriptofano pela enzima triptofano-5-hidroxilase, entdo ele é

decarboxilado pela enzima 5-hidroxitriptofano descarboxilase formando serotonina. A partir dai, a
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serotonina é transformada em melatonina através da agao de duas enzimas presentes na glandula
pineal: a serotonina é primeiro acetilada pela enzima arilalquilamina-N-acetiltransferase (AA-NAT)
formando N-acetilserotonina, que entdo é metilado pela enzima acetilserotonina-O-

metiltransferase (ASMT) formando finalmente a melatonina (Figura 10) 76.

(%?)Lm L-Triptofano

N-
H

Triptofano-5-Hidroxilase

QWLOH 5-Hidroxitriptofano

5-Hidroxitriptofano descarboxilase

NH2 .
% Serotonina

Serotonina-N-acetiltransferase (NAT)

% o N-Acetilserotonina

HC—q Acetilserotonina-O-metiltransferase (ASMT)

v

v o Melatonina

Figura 10 - Via de sintese de melatonina a partir do aminoacido essencial triptofano. (Adaptado de Bravo et.al.
201277),

A sintese de melatonina bem como sua secre¢ao é controlada pelo ciclo diério, sendo
ativada no escuro e inibida pela luz (Figura 11) 78, A informacao luminosa é transmitida da retina
para a glandula pineal. Em humanos a secre¢ao desse hormdnio se inicia logo apds o por do sol
e alcanga um pico no meio da noite, entdo sua secre¢ao vai diminuindo gradativamente a partir da
metade da noite 7679, Além da concentragdo de melatonina variar com o ciclo circadiano, ela
também varia com a idade do individuo, bebés secretam uma quantidade minima de melatonina
até os 3 meses de idade 8. A secrecdo da melatonina aumenta e apresenta um ciclo circadiano
conforme o crescimento da crianga, com 3 anos de idade a crianga ja apresenta um ritmo de
producdo de melatonina estabelecido. O pico de produgdo de melatonina noturna se da entre os

20-40 anos de idade, depois disso a secre¢do desse hormdnio vai decaindo progressivamente

76,79,80_
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Figura 11 - Secregdo de melatonina pela glandula pineal. A exposi¢&o da luz a retina transmite uma resposta para
a glandula pineal através do nicleo supraquiasmatico (no hipotalamo) e inibe a secrecéo de melatonina, ja o periodo
escuro estimula a secre¢éo desse horménio. (Esta figura foi criada pela autora adaptando imagens da Servier Medical
Art Commons Attribution 3.0 Unported License (http://smart.servier.com)).

Como mais conhecido papel biolégico, a melatonina regula o ciclo circadiano como o ritmo
de sono, ritmo neuroendocrino e temperatura do corpo 9. Mas esse hormdnio também esta
envolvido em diversos papeis importantes como desenvolvimento fetal, reproducdo, presséo
sanguinea, regulacéo cardiovascular, sistema imune e fungéo antioxidante 76,

Recentemente a melatonina e seus derivados tem sido amplamente estudados pelo seu
papel direto e indireto como antioxidante8!. Como mecanismo direto a melatonina esta envolvida
na detoxificacdo de oxidantes pela transferéncia de elétrons, transferéncia de hidrogénio e
formacao de aduto (intermediario na reagao entre melatonina e o agente oxidante)8283, Diferentes
de outras moléculas antioxidantes que agem em uma proporgao 1:1 com a espécie oxidante, a
melatonina funciona em cascata, sendo que seus derivados (C-3-OHM', C-3-OHM, MEL**, AFMK,
AMK; entre outros) também tem ag&do antioxidante. Desta forma, uma molécula de melatonina é
capaz de neutralizar 4 ou mais espécies reativas (Figura 12)%. Além de agir diretamente, a
melatonina pode atuar indiretamente, estimulando enzimas antioxidantes®, suprimindo enzimas

pré-oxidantes® e melhorando fungbes mitocondriais reduzindo assim a formagéo de oxidantes

85,87
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Figura 12 — Cascata de reagdes da melatonina como um antioxidante direto. Cascata de acdo da melatonina e
seus derivados C-3-OHM: (radical 3-hidroximelatonina ciclico), C-3-OHM (3-hidroximelatonina ciclica), MEL** (radical
cation melatoninil), AFMK (N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina), AMK (N-acetil-5-metoxiquinuramina) (Adaptado
de Tan et al. 20028+).

Apesar do importante papel antioxidante da melatonina, alguns estudos tem demonstrado
que esse composto ocasionalmente produz ERO. Em células Jurkat, MOLT-4, CMK e cultura de
modelo de Alzheimer, concentragGes altas de melatonina (>1mM) promoveram a gera¢éo de ERO
e aumento da citotoxicidade que em alguns casos levou a apoptose #-91. Particularmente em
células tumorais, a melatonina pode produzir elevados niveis de ERO, em células HL-60 por
exemplo, 1mM de melatonina causa o0 aumento da citotoxicidade e atividade das caspases 9 e 3
levando as células a apoptose®’. Em modelos de cultura de alzheimer, a administracdo de
melatonina a 1mM pode levar ao aumento de HO-1 a tal ponto que o ferro ativo resultante da
clivagem do heme causa danos oxidativos nessas células®. Para K562 ja foi demonstrado
anteriormente que a concentragdo de melatonina necessaria para levar a célula a apoptose deve
ser maior que TmM?®, apesar de controversamente ja ter sido observado a reducéo da viabilidade
de células K562 quando administrado melatonina a 1mM apds 16hs de tratamento®!.

Quando testado concentragfes <10uM de melatonina nesses tipos celulares houve pouco
ou nenhum aumento de ERO &, Esses dados de uma forma geral demonstraram que o efeito pr6
ou antioxidante da melatonina depende do tipo celular, da dose administrada e do tempo de
incubagao. Entretanto, podemos observar que os efeitos citotéxicos e indutores da produgéo de
ERO se limitam & células tumorais ou linhagens de modelo de Alzheimer quando administradas
concentragdes altas de melatonina (>1mM).
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1.6.2 — Mecanismo antioxidante indireto da Melatonina

A melatonina apresenta além de sua atividade direta como antioxidante, uma atividade
indireta como antioxidante, através do estimulo de expressao de enzimas antioxidantes. Apesar
dos mecanismos envolvidos no aumento da expressdo de enzimas antioxidantes induzido pelo
tratamento de melatonina ndo ser totalmente conhecido, estudos recentes tém fornecido
informagdes que contribuem para melhor compreender essa via.

KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1), um sensor de estresse oxidativo, se liga a
Ubiquitina ligase (Cul3- Rbx1) e a NRF2 (Nuclear Factor Erythroid-related Factor 2) um fator de
transcricdo para enzimas antioxidantes. Em condi¢gbes normais de ndo estresse, NRF2 é
ubiquitinado pelo complexo KEAP1-Cul3-Rbx1 e degradado pelo proteassoma. J& em condi¢des
de estresse oxidativo, KEAP1 e o complexo KEAP1-Cul3-Rbx1 se desligam de NRF2. NRF2 neste
caso se acumula no citoplasma e migra para o nucleo onde age como um fator de transcricao
ativando o promotor Elemento de resposta antioxidante (ARE), juntamente com seu heterodimero
obrigatorio, a proteina Small Maf (sMAF). A via NRF2-ARE leva a transcri¢do de diversas proteinas
antioxidantes de fase Il, como a Superoxido Dismutase (SOD), Catalase (CAT), Glutationa
Peroxidase (GPX), Hemoxigenase | (HO-1), NADPH-quinona oxidase (NQO1), sulfirredoxina
(Srx), Tiorredoxina Redutase (Txnrd), Peroxiredoxina (PRDX), Glutationa-S-transferase (GST)

além de estimular a transcri¢do de y-Globina (Esquema representado pela Figura 13) 92,
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Figura 13 - Esquema representando a via NRF2-ARE na transcrigdo de genes que codificam a expresséo de
proteinas antioxidantes de fase Il. (A) Via NRF2-ARE em condi¢des normais de ndo estresse oxidativo, onde ocorre
uma transcricdo de genes antioxidantes. (B) Via NRF2-ARE em condi¢bes de estresse oxidativo, onde ocorre o
acumulo de NRF2 no citoplasma, que se transloca para o nucleo e promove a transcri¢do de genes antioxidantes
(Figura feita pela autora).

Estudos anteriores demonstraram que melatonina aumenta niveis celulares de NRF2 em
diversos modelos de estresse oxidativo, de forma semelhante a inativadores do proteassoma.

Portanto tem sido proposto que a melatonina pode modular a atividade de enzimas antioxidantes
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através da via NRF2-ARE inativando a agao do proteassoma aumentando consequentemente 0s

niveis de NRF2 no citoplasma e nucleo 2.

1.6.3 - Melatonina no tratamento de doengas hemoliticas: uma perspectiva

Como ja dito, diversos estudos vém demonstrando a necessidade da utilizagdo de
medicamentos antioxidantes adicionais ao tratamento de anemias hemoliticas a fim de diminuir os
danos causados pelo estresse oxidativo. Alguns compostos vem sendo estudados para esse fim
porém sua aplicagao clinica mostrou-se limitada por ndo apresentarem efeitos antioxidantes
significativos in vivo provavelmente por apresentarem baixa solubilidade 9.

Visto isso, a melatonina vem se mostrando um promissor alvo de estudos nesse sentido,
uma vez que essa molécula apresenta uma alta solubilidade e sua administragéo in vitro é capaz
de proteger o eritrocito da hemdlise oxidativa, prevenir a peroxidagao lipidica, aumentar dos niveis
de GSH e outros componentes redox eritrocitarios 94-%. Além disso tem sido demonstrado que
mesmo em altas concentragfes, sua administracdo como medicamento é segura, sendo que
efeitos colaterais minimos foram reportados em humanos, como dor de cabega, tontura e nduseas
9. Ainda assim, os mecanismos envolvidos nessa protecé@o ao eritrocito pela melatonina, bem

como o seu significado clinico ainda precisam ser melhor compreendidos.

1.7 - Célula K562 como modelo biolégico de células eritrocitarias

A linhagem de células K562 foi inicialmente estabelecida através de efuséo pleural de uma
paciente de 53 anos com Leucemia Miel6ide Cronica (CML) em 1975 por Lozzio & Lozzio %.
Estudos demonstraram que K562 sintetiza hemoglobinas do tipo fetal e embrionéria e que essa
sintese é fortemente aumentada pelo tratamento com hemina, hidroxiuréia entre outros agentes
(Tabela 1). Além do aumento da hemoglobina principalmente do tipo fetal (HbF), outras
modificagdes importantes séo observadas, como aumento do tamanho celular e modificagdes
morfolégicas como alteracdo no formato e aparecimento de vesiculas celulares®-103,
Adicionalmente a presenga de hemoglobina, as células K562 tem algumas caracteristicas em
comum com células eritréides humanas, como Glicoproteinas de superficie 104-106, Diante desses
achados, a linhagem K562 foi classificada como uma linhagem eritroleucémica, equivalente a um

precursor de células eritrdides e megacariociticas 197.
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Nos ultimos anos, diversos trabalhos tém utilizado a célula K562 como modelo bioldgico
in vitro para reproduzir as caracteristicas de células eritrdides ou megacariociticas, auxiliando a
elucidar os mecanismos ainda ndo conhecidos nesses tipos celulares 68.108-110_ Esta plasticidade
torna as células K562 excelentes modelos experimentais envolvendo o estudo de células
eritrdides, o que é de fundamental importancia para o entendimento de doengas hemoliticas.

As células K562 possuem um didmetro de aproximadamente 20um, possuem um
citoplasma escasso sem granulos, nucleo central e dois ou mais nucléolos proeminentes 106
(Figura 14).

Figura 14 — Morfologia geral de uma célula K562. Podem ser observados seus nucléolos proeminentes e auséncia

de granulos no citoplasma (Modificado de Koeffler & Golde, 1980 106),
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Tabela 1 - Indutores de diferenciagdoo da linhagem eritroleucémica K562 (atualizado a partir de Tsiftosuglou

et. al., 2003 ')

Agentes indutores

Fenétipo terminal da diferenciagdo

5 — Azacytidina
5-FU

Acido butirico
Antraciclinas
Apicidina

Ara-C

Buritrato de sodio
Cis-platina
Cromomicina
Guanina, guanosina e dGTP
Ester de forbol (PMA, TPA)
Hemina
Herbimicina
HMBA
Hidroxiuréia
Mitramicina

PA

PMEA
Resveratrol
Tallimustina
Tiazofurina
Vitamina B12

Eritroide
Eritroide
Eritroide
Eritroide
Eritroide
Eritroide
Eritréide/megariocitico
Eritroide
Eritroide
Eritroide
Megacariocitico
Eritroide
Eritroide
Eritréide/megacariocitico
Eritroide
Eritroide
Eritroide
Eritroide
Eritroide
Eritroide
Eritroide

Eritréide

Estudos realizados por colaboradores do nosso grupo de pesquisa demonstraram uma
eficicia na diferenciacdo de células K562 utilizando os indutores hemina e hidroxiuréia

combinados’2,
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2.0 - JUSTIFICATIVA

Como visto anteriormente as anemias hemoliticas em geral causam diversas
manifestagdes clinicas, dentre elas o aumento de producao de ERO. No caso da deficiéncia de
G6PD os individuos apesar de normalmente serem assintomaticos apresentam a diminui¢do de
NADPH que acarreta diretamente no aumento do estresse oxidativo. Em outros casos como a
anemia falciforme, a falcizagdo da hemoglobina acarreta em hemolise e vaso-oclus&o entre outras
manifestacdes que levam ao acumulo de ferro e consequente aumento do estresse oxidativo. Ja
nas talassemias, a falta/diminuigdo na producéo de globinas acarreta a precipitagdo das globinas
produzidas normalmente que se agregam e destroem as hemacias, além disso pacientes com
talassemias muitas vezes necessitam de transfusbes recorrentes. Estes mecanismos de
destruicdo de hemacias e transfusdo leva ao aumento do acumulo de ferro nas células e tecidos
levando a maiores niveis de producéo de ERO e consequentemente estresse oxidativo 55172,
Esses fatos, levou a estudos recentes utilizando diferentes moléculas antioxidantes conhecidas
como vitamina C e Vitamina E como tratamento adjuvante para minimizar os efeitos causados pelo
aumento do estresse oxidativo nessas doengas. Entretanto nenhum avango foi dado uma vez que
esses agentes ndo apresentaram um papel antioxidante in vivo.

Diante disso, colaboradores do nosso grupo de pesquisa vem estudando a implicagéo do
uso de melatonina, como um antioxidante para tratamento adjuvante de individuos com anemias
hemoliticas. 1sso nos levou a necessidade de compreender melhor os mecanismos moleculares
envolvidos no papel de melatonina como um antioxidante em um modelo biolégico de células

eritroides.
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3.0- OBJETIVOS

Objetivos Gerais
Avaliar o efeito da melatonina na protegdo contra estresse oxidativo em células

eritroleucémicas k562 como um modelo biologico eritrocitario.

Objetivos especificos

(1) Avaliar o papel de diferentes concentragdes de melatonina na viabilidade de células K562
diferenciadas e néo diferenciadas com Hemina e Hidroxiureia quando expostas ou néo a estresse

oxidativo induzido por H20;

(2) Avaliar a expressao génica de antioxidantes diante o tratamento com melatonina, com ou sem

a indugéo de estresse por H20z;

(3) Avaliar a produgao proteica de antioxidantes diante o tratamento com melatonina, com ou sem

a indugéo de estresse por H20z;

(4) Avaliar o nivel de peroxidagéo lipidica diante o tratamento com melatonina, com ou sem a

indugéo de estresse por H20>.

(5) Avaliar a atividade enzimatica de importantes enzimas antioxidantes diante o tratamento com

melatonina, com ou sem a indugao de estresse por H20..
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4.0 - METODOLOGIA

4.1 - Linhagens utilizadas

Linhagem de célula eritroleucémica

K562 — Célula com caracteristicas eritrides derivada de paciente com leucemia mieloide crénica
em fase blastica (ATCC, Philadelphia, USA).

4.2 - Cultivo de células eritroleucémicas K562

A linhagem celular K562 foi obtida pelo banco de células ATCC, Philadelphia, USA e
gentilmente cedida pela Dra. Adriana Duarte do Laboratério de Biologia Molecular da Unicamp.

K562 séo células que proliferam em suspensao e apos se adaptarem ao meio, dobram de
numero a cada 24 horas e apresentam-se como aglomerados celulares em formato de “cacho de

uva” (Figura 15) 104,107,

Figura 15 - Cultivo de células K562. (A) Células em suspensao de aproximadamente 20um que foram aglomerados
celulares em forma de “cachos de uva” (aumento 20X). (B) detalhe para a formagao 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
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atmosfera de 5% de CO2. Ao meio foi adicionado antibiéticos penicilina (100 U/ml), estreptomicina
(100 ug/ml) e fungicida anfontericina B (0,25ug/ml).

Foi utilizado o Soro Bovino Fetal (SBF) como complemento do meio de cultura, este
contem fatores de crescimento, horménios, proteinas, peptideos, nucleosideos e lipideos
importantes para a proliferagdo celular. De 2 em 2 dias, aproximadamente, as células foram
observadas quanto a sua confluéncia, numero, morfologia e possiveis contaminagdes,
adicionando-se meio fresco suplementado com 10% de soro bovino fetal e trocando-o0 quando
julgar necessario (em casos de mudanca de pH ou precipitagdo de células mortas) (detalhes em
Apéndice A).

4.3 - Diferenciagao de K562 em células com caracteristicas eritroides e exposi¢ao
ao agente protetor (melatonina) e estressor (H20x)

O experimento foi realizado em duas replicatas bioldgicas independentes. No dia 0 do
experimento, 2-3x108 células/ml (100% viaveis e 70-80% confluentes) foram dispostas em garrafas
de poliestireno em um volume final de 10ml de cultura, e induzidas a diferenciagdo através da
adicdo de Hemina (50uM) e Hidroxiuréia (100uM), sendo que culturas néo diferenciadas foram
utilizadas como forma de comparacé&o.

A cada dia, foi feito o tratamento das amostras com a melatonina a fim de estimular o
papel protetor desse composto e entdo induzido ao estresse oxidativo com peroxido de hidrogénio.
Dessa forma, foram administradas 2 concentragfes de melatonina (1nM e 1mM) além do controle
(sem adicdo de melatonina), e incubadas em estufa a 37°C/ 5% de CO; por 1 hora. Apos o
tratamento das células com melatonina foi realizado o tratamento com o agente estressor perdxido
de hidrogénio (H202) a 100uM além do controle (sem adi¢do de H20;). Apds a administragdo do
agente estressor, as culturas foram incubadas em estufa a 37°C/ 5% de CO2 por mais 1 hora.

Tanto o tratamento com a melatonina quanto com o H20O; foi realizado todos os dias (Do,
D4, D2, D3 € D4), sendo que as amostras foram coletadas ap6s 1 hora da administragéo do agente

estressor (H20,), inclusive no DO. As condigdes testadas est@o especificadas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Tabela das condigoes testadas a cada dia do experimento.

Nao diferenciadas Diferenciadas
K562 Controle K562 Controle
K562 Controle + 100uM de H20:> K562 Controle + 100uM de H202
K562 Mel. 1nM K562 Mel. 1nM
K562 Mel. 1nM + 100uM de H20: K562 Mel. 1nM + 100uM de H20:
K562 Mel. 1mM K562 Mel. 1mM
K562 Mel. 1mM + 100uM de H20: K562 Mel. 1mM + 100uM de H20:2

O experimento foi acompanhado durante 5 dias (Do, D1, D2, D3 € Ds4). A cada dia, 0 material

foi coletado e lavado com PBS 1X e o pellet celular foi entdo utilizado para as seguintes analises:

(A) Determinacdo da expressao de hemoglobina através do método de benzidina 13, realizado
apenas no ultimo dia do experimento (D4);

(B) Identificagao de modificagdes morfoldgicas por citometria de fluxo, em K562 quando induzidas
a diferenciacdo por hemina e hidroxiuréia, realizado apenas no ultimo dia do experimento em
células Controle (N&o tratadas com melatonina e H20y);

(C) Contagem de células e determinagéo da viabilidade celular através de azul de tripan, realizado
todos os dias do experimento (DO, D1, D2, D3 e D4);

(D) Andlise de expressao génica por PCR em tempo real, realizado em 3 dias do experimento (DO,
D2 e D4);

(E) Analise de expresséo proteica pelo método de western blotting, realizado em 3 dias do
experimento (D0, D2 e D4);

(F) Anélise de peroxidagéo lipidica pelo método de MDA, realizado em 3 dias do experimento (DO,
D2 e D4).

(G) Analise de atividade enzimatica de CAT, GR e G6PD, realizado em 3 dias do experimento (DO,
D2 e D4).

4.3.1 - Determinagdo de expresséao de hemoglobina utilizando o método de benzidina

Para determinagdo da expressao de hemoglobinas induzidas pela adi¢éo de hemina (50uM)
e Hidroxiuréia (100uM), foi utilizado o método colorimétrico de benzidina 3. Esse método é
amplamente utilizado na literatura para detectar hemoglobina em amostras. O método de

benzidina baseia-se na catalise da decomposigao do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio
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pela hemoglobina presente na amostra. O oxigénio formado oxida a benzidina, alterando sua

estrutura fazendo com que fique com coloragdo marrom (Figura 16).

e I —
‘ Hemoglobina ‘ @

NH, NH, NH NH

Benzidina Intermediario Produto Marrom

Figura 16 - Estrutura molecular do reagente benzidina e seu produto oxidado marrom (Adaptado de *¢).

As células em solugéo foram centrifugadas e o precipitado celular foi ressuspendido em 1ml
de PBS 1X. Em um tubo eppendorf foi adicionado 100pl da solugéo contendo as células, 10l de
benzidina e 50ul de H20,. Os eppendorfs foram incubados no escuro a temperatura ambiente por
25 minutos. A solucdo foi pipetada em uma l&mina, adicionada uma laminula sobre a gota e
observado imediatamente ao microscopio de luz. Células diferenciadas tém a capacidade de
expressar hemoglobina a qual é corada pelo corante benzidina e aparecem com uma coloragao
marrom escura. Essas células séo comparadas as células ndo diferenciadas que aparecem com
uma cor transparente, muitas vezes levemente marrom, por conta da expressdo basal de

hemoglobina em células nao diferenciadas.

4.3.2 - Identificagdo de modificagbes morfoldgicas por citometria de fluxo, em K562

quando induzidas a diferenciagao por hemina e hidroxiuréia

As células K562 controle (ndo tratadas com melatonina e H20;) diferenciadas pelo estimulo
de hemina combinada com hidroxiuréia no dia 4 de diferenciagcéo, foram avaliadas quanto a
mudangas morfoldgicas quando comparadas a células néo diferenciadas, para tanto foi utilizado
um gréafico de FSC (tamanho celular) vs. SSC (complexidade celular).

Apos 5 dias de diferenciagéo, as células foram coletadas, lavadas com PBS 1X e finalmente,
o tamanho e a morfologia dessas células foi determinado por citometria de fluxo no citdmetro de
fluxo ACCURI C6 (BD) por meio da anélise de 20.000 eventos e os dados foram avaliados com o

programa BD CSampler.

34



4.3.3 - Contagem de células e determinagao da viabilidade celular através de azul de
tripan

Para calcular a viabilidade celular, foi utilizado o reagente azul de tripan (Trypan Blue), na
concentragéo final de 0,1%. Este reagente ndo atravessa membranas integras e assim, células
vivas ndo permitem a passagem do corante e, logo, ndo adquirem nenhuma colora¢do. Como as
células mortas tém suas membranas danificadas, ocorre o fluxo de corante para o interior da célula
fornecendo uma coloragéo azul.

Dessa forma células viaveis aparecem com colorag&o branco/transparente enquanto que
células mortas ou danificadas apresentam uma coloragéo azul. As células foram contadas em
camara de Neubauer e a propor¢édo entre o numero de células vivas e mortas nos forneceu uma

porcentagem da viabilidade celular.

4.3.4 - Analise de expressao génica por PCR em tempo real

Extragdo de RNA

Para obtencdo do RNA de células K562 utilizou- se 0 método de extragao a partir do
reagente TRIzol® (Invitrogen) de acordo com as instrugdes 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 200uL de cloroférmio (CHCI3) e a mistura
foi agitada por 15 segundos, e entéo foi realizada nova incubagdo por 3 minutos a temperatura
ambiente. Apds o periodo de incubagdo, a amostra foi centrifugada por 15 minutos a 12.000g em
temperatura de 4°C, o sobrenadante foi retirado e acondicionado em outro tubo, procedendo
imediatamente para a etapa de precipitacdo com 500uL de isopropanol gelado. Foi adicionado
500ul de isopropanol, incubado por 10 minutos em temperatura ambiente, seguido pela
centrifugagéo por 10 minutos a 15.000g a 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi
adicionado 1ml de etanol 75% gelado, sendo realizada nova centrifugagédo por 5 minutos a 15.000g
a 4°C. Por fim, o sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA colocado para secar por 10
minutos a temperatura ambiente, ressuspendido em agua livre de RNAse e incubado a 42°C por
10 minutos.

As amostras foram quantificadas em espectrofotometro (NanoVue-GE Healthcare) e
avaliadas quanto a integridade em gel desnaturante de agarose. Apds a eletroforese, as amostras

de RNA foram armazenadas em freezer -80°C.
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Sintese de DNA complementar (¢cDNA)

Primeiramente, a fim de retirar possiveis contaminagdes com moléculas de DNA, as
amostras de RNA foram tratadas com DNAse seguindo as orientagdes do fabricante. Para o
tratamento foi utilizado 1,0ug de RNA, foi adicionado 1,0l da enzima DNAsel (1 u/ul) (Fermentas,
ThermoScientific), 1,0ul DNAsel reaction buffer com MgClz 10X (Tris-HCI pH 8.4 200mM, MgCl>
20mM, KCI 500mM) e a reagéo foi completada para um volume final de 10yl.

A reagéo foi incubada por 30 minutos a 37°C e foi paralisada com a adi¢éo de 1,0ul de
EDTA 50mM seguida pela incubagdo por 10 minutos a 65°C.

A sintese do cDNA foi realizada a partir do RNA tratado com DNAsel, através da reagao
de transcricdo reversa, usando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied
Biosystems) seguindo as orientagdes do fabricante. A cada amostra de RNA tratado, foi adicionado
2,0 yl de 10X RT Buffer, 0,8 pl de 25X dNTP Mix (100 mM de cada), 2,0 uyl de 10X RT Random
Primers, 1,0 ul de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/uL), 1,0 pl de inibidor de RNAse
completando com 3,2 pl de H20 livre de nuclease.

A sintese de cDNA foi realizada a 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e paralisada

através de incubagéo a 85°C por 5 minutos.

Real-Time PCR (qPCR)

A técnica é baseada no monitoramento 6ptico da fluorescéncia do produto de PCR ciclo a
ciclo e pode ser usada na quantificacdo da expressdo génica. Aliquotas de cDNA foram usadas
como molde da PCR. Foram utilizados primers construidos especificamente para os genes de
interesse PRDX1, PRDX2, PRDX6, SOD1, CAT, GPX1, NRF2, KEAP1, APEX1 (Detalhes no
Apéndice B), e como controle, primers para amplificagdo do gene B-ACTINA (BAC) que foi testado
anteriormente quanto a sua aplicagdo como enddgeno, ndo mostrando variagdo entre as
condigdes testadas. A detecgédo de amplificagcdo 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 quantificacéo dos resultados foi realizada conforme descrigéo
do fabricante e se baseia na derivagao da férmula 2-24CT,

Ap6s a sintese do primer, realizamos a padroniza¢do da concentragdo de cada primer,
partimos para a elaboragdo da curva de eficiéncia da reagdo, a qual deve apresentar o valor de

R2 mais préximo possivel de 1 (100%) (Detalhes em Apéndice B).
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4.3.5 - Anélise de expressao proteica pelo método de western blotting

A fim de avaliar o conteudo proteico de células K562 ndo diferenciadas e diferenciadas
quando expostas ao agente protetor (Melatonina) e agente estressor (H20y) foi realizada a técnica

de Western Blotting.

Extragdo e quantificagdo de proteinas

Os pellets das culturas foram previamente congelados em freezer -80°C na presenca do
inibidor de protease 1X (cOmplete tablets mini EDTA-free easypack).

Para a extracdo das proteinas totais, o pellet celular foi descongelado no gelo, e
homogeneizado. Foi acrescentado 300yl de solugéo de lise (NP-40 1%, NaCl 150mM e TRIS-HCI
50mM pH 8,0), o extrato celular foi agitado, e incubado no gelo por 30 minutos para permitir a agéo
detergente do reagente NP-40. Apds o tempo de incubagdo o extrato foi centrifugado (20
minutos/12.000g/4°C) a fim de separar a porgao insolUvel da porgéo sollvel contendo as proteinas
totais.

As proteinas foram quantificadas no espectrofotdmetro iMark™ Microplate Absorbance
Reader (Bio- Rad) de acordo com o0 método de Lowry 15, Apds estabelecer a mesma concentracéo
de proteinas para todas as amostras (50ug/poco), foram adicionados a elas tampéao desnaturante
Laemmli (100 mM tris-HCI pH6.8, 4% p/v SDS, 20% viv glicerol, 0,2% de azul de bromofenol,

500mM de DTT) e estas foram desnaturadas em banho-maria a 100°C por 5 min.

Eletroforese SDS-PAGE

As proteinas foram separadas através de eletroforese em gel SDS-PAGE expostas a
condi¢des desnaturantes e redutoras. Os géis de poliacrilamida utilizados na eletroforese
possuiam 4 % (gel de entrada) e 12% (gel de separagdo), com 1,5 mm de espessura. Foram
adicionados 50ug de proteina por pogo.

A corrida foi realizada a 100 volts, em um tempo de aproximadamente 2 horas. (The Mini
Trans-Blot cell - Bio- Rad). O tamp&o de corrida utilizado era composto por Trisma base (25 mM),
glicina (192 mM) e SDS (0,19%).
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Ao gel de eletroforese foi adicionado 0 marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained
Protein Ladder (Thermo Scientific), a fim de possibilitar a identificagdo por peso molecular das

proteinas de interesse.

Transferéncia gel-membrana

Apos a corrida, o gel foi incubado em tampéo de transferéncia (48mM Tris, 39mM glicina,
20% v/v metanol, SDS 0,1%) por 20 minutos, a membrana e os filtros de transferéncia também
foram incubados no tampé&o citado acima por 5 minutos.

As proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio- Rad) a 100 Volts
durante 1 hora e 45 minutos pelo método submerso (Mini Trans-Blot® Cell- Bio-Rad). Apds a
transferéncia, a membrana foi bloqueada durante 3 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 minutos cada.

Incubagédo com o anticorpo primario e secundario

ApoOs a lavagem, a membrana foi incubada com os anticorpos primarios (Tabela 3) a 4°C,
sob agitagao, overnight. Apds incubagdo com anticorpo primario a membrana foi novamente
lavada com TBS-T por 4X de 5 min. cada e incubada com anticorpo secundario conjugado com a
enzima HRP (Tabela 3) por 2 horas em temperatura ambiente sob agitagéo. Todos os anticorpos
foram diluidos em solugao tampéo TBS-T.

Apo6s incubagdo com anticorpo secundério, a membrana foi lavada novamente utilizando

o tampéo TBS-T por 4X de 5 minutos cada.
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Tabela 3. Anticorpos utilizados na técnica de Western Blotting.

Anticorpo Tipo Reatividade Hospedeiro Diluigdo Fornecedor
Primarios

Anti- PRDX1 Monoclonal Human Rabit 1:7.000 Cell signaling

Anti- PRDX2 Monoclonal Human Mouse 1:7.000 Abnova

Anti- PRDX6 Monoclonal Human Mouse 1:7.000 Abnova

Anti- CAT Monoclonal Human Rabbit 1:7.000 Cell signaling

Anti- SOD1 Monoclonal Human Rabbit 1:7.000 Thermo fisher

Anti- GPX1 Monoclonal Human Rabbit 1:7.000 Abnova

Anti- NRF2 Monoclonal Human Rabbit 1:7.000 Cell signaling

Anti-KEAP1 Monoclonal Human Rabbit 1:7.000 Cell signaling

Anti- APEX1 Monoclonal Human Rabbit 1:7.000 Cell signaling

Anti- GAPDH Policlonal Human/Dog/mouse Goat 1:7.000 Biorbyt
Secundarios

Goat anti- Policlonal Mouse Goat 1:10.000 Sigma

Mouse IgG

(HRP)

Mouse anti- Policlonal Rabbit Mouse 1:10.000 Sigma

Rabbit 1gG

(HRP)

Revelagdo da membrana

A membrana foi incubada com um reagente de deteccao da atividade da HRP (Amersham™
ECL ™ Prime Western Blotting Detection Reagent - GE Healthcare) o qual contém Luminol e
Peroxido de hidrogénio. A enzima HRP reage com o peroxido de hidrogénio liberando O que oxida
o luminol liberando energia em forma de foton 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 obtengéo de uma imagem adequada.

Para as analises 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 regides de maior densidade dptica e utiliza
equacdes integrais simples para transformar os picos em valores numéricos. Para normalizar cada
amostra foram utilizados os dados da proteina GAPDH e entdo a amostra Controle sem H20O; foi
usada como normalizador para analisar 0 aumento ou diminui¢do da expressao da proteina de
interesse, sendo que valores acima de 1 significam aumento na expresséo e valores abaixo de 1

significam diminuig&o na expressao.
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4.3.6 - Analise de peroxidacgdo lipidica pelo método de TBARS

Uma das formas de se avaliar o nivel de biomoléculas oxidadas a partir de uma cultura
celular, é através da técnica de TBARS. O estresse oxidativo gera produtos de oxidagéo de
biomoléculas, sendo o malondialdeido (MDA), produto secundario da oxidag&o lipidica, 0 mais
estudado na avaliagdo da peroxidacgéo lipidica. A quantidade de MDA dentre outras biomoléculas
oxidadas é mensurada através da obtencao de um cromdgeno de alta absortividade molar quando
complexado com o acido tiobarbiturico (TBA), sendo essa técnica amplamente conhecida como
TBARS (Thiobarbituric acid reactive substances)!6.117,

Para analise de peroxidacao lipidica, o pellet celular foi lavado com PBS 1X, e as células
foi adicionado um volume 10x de &gua Milli-Q, para criar uma situagéo hipotonica e consequente
rompimento das células, entdo as amostras foram vortexadas por 5 minutos finalizando a lise
celular. As amostras foi adicionado 300l do reagente TBA 0,4% (40 mg em 10 ml de HCI 0,2 M),
e incubadas a 90°C por 40 minutos e entao foram colocadas no gelo por 2-3 minutos. Entéo, as
amostras foi adicionado 1ml de alcool n-butilico, agitado e centrifugado (5.000rpm/5 minutos). Em
seguida, dessas amostras foi coletado no minimo 700ul do sobrenadante para a leitura a 532 em
espectro fotbmetro8,

Para a curva padrao foi utilizado o reagente tetrametoxipropano (TMP), em concentragdes
de 0,0.5,1, 1.5, 2 e 2.5nmol/m|"7,

4.3.7 - Andlise de atividade enzimatica

Para analise de atividade enzimatica, o pellet celular foi lavado com PBS 1X, as células
foi adicionado um volume 10x de agua Milli-Q e foram vortexadas durante 5 minutos para lise
celular. Entéo os lisados foram submetidos a analise por espectrofotometria para determinar a
atividade enzimatica de CAT, GR e G6PD:

Atividade enzimatica de CAT
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A atividade de CAT é determinada através da deteccédo da taxa de decomposi¢do de H20:
pela propria enzima. A velocidade da decomposicao do H202 é observada através do decréscimo

da absorbancia a 240nm?1°.

Atividade enzimatica de GR

A atividade de GR foi acompanhada através da oxida¢do de NADPH a 340nm em uma
reacdo contendo 150mM de GSSS e 6mM de NADPH. Nessa reacdo a enzima GR reduz o

conjugado GSSG utilizando os elétrons provindos do NADPH, que se torna oxidado'0.

Atividade enzimatica de G6PD
O teste consistiu em mensurar a taxa de redugao de NADP* a NADPH pela enzima G6PD

na presenca de glicose-6-fosfato. Essa reducéo é acompanhada por espectrometro a 340nm.

4.4 - Créditos graficos

Para a construgdo de quase todas as figuras feitas pela autora, foram utilizados os
componentes ilustrativos disponiveis no site https://smart.servier.com, livres para uso académico
mediante devida citagdo (Esta figura foi criada pela autora adaptando imagens da Servier Medical

Art Commons Attribution 3.0 Unported License (http://smart.servier.com)).
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5.0 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Diferenciacao de células K562 induzida pela adicao de hemina combinada com
hidroxiuréia

Afim de avaliar o efeito da hemina combinada com hidroxiuréia na diferenciagdo de células
K562 foi realizada uma analise de produgao de hemoglobinas através do método de benzidina'3,
e a andlise de modificagdes morfoldgicas através de citometria de fluxo.

A diferenciagéo das células K562 tratadas com hemina e hidroxiuréia foi acompanhada
durante 5 dias (Dia 0, Dia 1, Dia 2, Dia 3 e Dia 4). Sendo que no dia 4 é possivel observar a
produgao de hemoglobinas evidenciada pela coloragdo marrom quando incubadas com benzidina
e H20, (Figura 17-A). Adicionalmente as células foram avaliadas quanto a mudangas morfologicas
quando tratadas com hemina e hidroxiuréia comparadas a células controle, para tanto foi utilizado
um gréfico de FSC (tamanho celular) vs. SSC (complexidade celular). Como pode ser observado
na figura 17-B, a administracdo de hemina e hidroxiuréia foi responsavel por promover alteragdes
morfolégicas nas células quando comparadas a células néo tratadas, € possivel observar um
aumento do tamanho celular simultdneo ao aumento de sua complexidade.

As alteragbes morfologicas de K562 apresentadas nesse trabalho quando induzidas a
diferenciacdo pela hemina juntamente com hidroxiuréia corroboram com as modificagdes
morfolégicas j& descritas na literatura para outros compostos ou mesmo hemina e hidroxiuréia
separadamente. Em geral é observado o aumento da producdo de hemoglobina F (HbF) e
aumento do volume celular juntamente com a complexidade celular podendo ser observado a
presenca de células com diferentes formas (forma de péra, circular, células com vesiculosidades

entre outras formas)99-103 |
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Figura 17 - Diferenciacao de células K562 utilizando hemina e hidroxiuréia como indutores. (A) Fotomicroscopia
de células K562 n&o diferenciadas e diferenciadas. (B) Analise do tamanho e complexidade celular [FSC (X) vs. SSC
(Y) em gréficos de densidade] de células K562 durante 5 dias tratadas com hemina e hidroxiuréia. Células néo tratadas
foram usadas como controle.

5.2 - Teste de concentragoes de H,0:

Inicialmente foi realizado um teste para determinar as concentragdes de peroxido a serem
utilizadas nos experimentos. Utilizamos como teste as concentragdes de 0 (controle), 10uM,
100uM, 200uM, 300uM, 400uM e 1000uM administrados todos os dias durante 7 dias em células
K562 diferenciadas (Figura 18).

K562 Diferenciada
.———.__.__.F—-

100+

K562 Controle
K562 H202 10uM
K562 H202 100uM
K562 H202 200uM
K562 H202 300uM
K562 H202 400uM
K562 H202 1000uM

404

L ERSRE R,

20

Viabilidade (%)

Qv & ™ <

Dias de Cultivo

Figura 18 — Grafico de viabilidade de K562 diferenciada apés 7 dias de cultivo. Com a administragéo diaria de
H202 nas concentragdes de 0 (controle), 10uM, 100uM, 200uM, 300uM, 400uM e 1000uM.

A partir dos resultados observados no gréafico apresentado pela Figura 15, podemos
observar que as concentragdes de H202 0 (controle) e 10uM se mostraram n&o tdxicas as células
K562 diferenciadas, uma vez que a viabilidade se manteve proxima a 100%. J& a concentragéo

de 100uM se mostrou um pouco tdxica as células, ja que sua viabilidade diminuiu para 80%
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durante os 7 dias. A concentragdes de 300uM, 400uM e 1000uM se mostraram tdxicas as células,
ja que essas morreram a partir do dia 4. Ja a concentracdo de 200uM se mostrou letal apenas a
partir do dia 6.

Ja para as células K562 nao diferenciadas (Figura 19) foi realizado um experimento
utilizando as concentragdes de 0 (controle), 100uM e 200uM de H20, administrados todos os dias
durante 7 dias. Com isso podemos observar que a concentracdo de 100uM de H20, se mostrou
téxica para as células nao diferenciadas ja a partir do dia 2, mas néo letal. Ja a concentragéo de
200uM de H202 também foi toxica desde o inicio de sua administragéo, sendo letal a partir do dia
5.

K562 Ndo Diferenciada
100+

-+ K562 Controle
- K562 H202 100uM
-+ K562 H202 200uM

60+

40

Viabilidade (%)

20+

Dias de Cultivo

Figura 19 - Grafico de viabilidade de K562 nao diferenciada apés 7 dias de cultivo. Com a administragao diaria
de H202 nas concentracdes de 0 (controle), 100uM e 200uM.

De uma forma geral podemos observar que as células K562 n&o diferenciadas se
mostraram mais sensiveis a administragéo de H202 do que as células K562 diferenciadas. Uma
vez que o objetivo desse trabalho é avaliar o papel protetor da melatonina contra o estresse
induzido por H20>, decidimos utilizar a concentragéo de 100uM acima testada, que se mostrou

toxica, mas néo totalmente letal tanto para K562 diferenciada quanto nao diferenciada.

5.3 — Papel protetor de melatonina com e sem exposi¢ao de estresse induzido por H20:

Para avaliar o papel protetor da melatonina em células K562 diferenciadas e nao
diferenciadas foram utilizadas as concentragdes fisiologicas (1nM) e farmacoldgicas (1mM) de
melatonina 12! | induzidas ou n&o por estresse oxidativo mediado pela administragdo de 100uM
de H202 como descrito na metodologia. A viabilidade das células foi acompanhada todos os dias
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durante 5 dias e os resultados dos experimentos realizados em duplicatas bioldgicas
independentes sdo apresentados na figura 20.
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Figura 20 - Gréfico de viabilidade de K562 diferenciada e ndo diferenciada acompanhada durante 5 dias de
cultivo com e sem indugao de estresse oxidativo por 100uM de H202. (A) Viabilidade de K562 nao diferenciada e
sem tratamento de melatonina. (B) Viabilidade de K562 diferenciada e sem tratamento de melatonina (C) Viabilidade
de K562 n&o diferenciada e com tratamento de 1nM de melatonina. (D) Viabilidade de K562 diferenciada e com
tratamento de 1nM de melatonina. (E) Viabilidade de K562 ndo diferenciada e com tratamento de 1mM de melatonina.
(F) Viabilidade de K562 diferenciada e com tratamento de 1mM de melatonina.

Em células ndo diferenciadas, podemos observar que a administracdo de 1nM de
melatonina (Figura 20-C) levou & um evidente aumento da viabilidade das células K562 ndo
diferenciadas quando comparada a ndo administracdo de melatonina (Controle néo diferenciado)
(Figura 20-A), quando induzido o estresse pela adigdo de 100uM de H20> Esse resultado nos
mostra um importante papel protetor da melatonina contra o estresse oxidativo em células K562.
Quando administrado melatonina a 1mM observamos um leve aumento da viabilidade quando
comparado com a condic¢do controle (Figura 20-E), entretanto ndo podemos afirmar que nessa
condigdo a melatonina teve um papel protetor como na concentracdo de 1nM. Este resultado
corrobora com a literatura onde é descrito que em alguns tipos celulares, a melatonina em

concentragdes menores que 10uM se comporta como antioxidante direta e indiretamente (como
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discutido na introdugéo), enquanto que em altas concentragdes (>1mM) ela pode ndo apresentar
papel antioxidante, ou ter esse papel diminuido 8-91,

Outro fato importante a ser notado é que ao comparar a viabilidade das células K562 n&o
diferenciadas néo tratadas com melatonina (Controle diferenciado) (Figura 20-A) as diferenciadas
nao tratadas com melatonina (Figura 20-B) podemos observar um evento muito interessante, as
células diferenciadas induzidas com 100pM de H202 conseguem manter a viabilidade durante os
5 dias acima de 80%, enquanto que as células nao diferenciadas tem sua viabilidade afetada pela
adicdo do H20., chegando a aproximadamente 25-30% no Ultimo dia de experimento. Esse fato
importante ja é conhecido na literatura, e se deve pela producdo de agentes antioxidantes em
K562 durante a diferenciagdo induzida por hemina'?2. Nesse caso a indugdo de agente
antioxidantes protege as células K562 da oxidagao induzida pelo H20>.

Quanto as células K562 diferenciadas e tratadas com 1nM de melatonina (Figura 20-D),
também observamos um perfil de viabilidade acima de 80% durante todo o experimento,
igualando-se ao perfil observado nas células K562 diferenciadas ndo tratadas com melatonina
(Figura 20-B). Diferente do observado em células K562 diferenciadas e tratadas com 1mM de
melatonina (Figura 20-F) quando induzido o estresse oxidativo (100uM de H202) onde sua
viabilidade foi diminuida para aproximadamente 50%. Neste cenario, a melatonina em
concentragdes fisiologicas (1nM) se comportou como um antioxidante direta ou indiretamente, ja
que a viabilidade de células K562 diferenciada se manteve a 80% como no Controle. Enquanto
que concentragdes farmacolégicas de melatonina (1mM) ndo teve comportamento antioxidante e
parece ter tido um efeito contrario, ja que diminui a viabilidade de K562 quando induzido o estresse
oxidativo, o que também corrobora com a literatura que descreve que em alguns tipos celulares,
a melatonina em altas concentragdes (>1mM) pode apresentar uma agédo pro-oxidante 8-91,

Apesar de neste cenario a melatonina ter demonstrado um possivel papel pré-oxidante, ja
foi demonstrado que mesmo em altas concentragdes, a melatonina ndo apresenta efeitos
colaterais importantes quando utilizada como medicamento 7. Além disso 0 aumento de produgao
de agentes oxidantes ndo necessariamente possui um efeito danoso, uma vez que esses agentes

participam na regula¢do de importantes vias metabdlicas na célula.

5.4 - Andlise da peroxidacao lipidica em células K562 tratadas com melatonina e expostas
a H20;

Os compostos produzidos pela peroxidagao lipidica atuam como biomarcadores e os

métodos de quantificacdo destes marcadores se mostraram eficientes como um modo de avaliar
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0 estresse oxidativo em determinadas amostras. Uma das formas de se avaliar a peroxidacdo
lipidica é através da determinagdo dos produtos de degradagdo secundarios como o
malondialdeido (MDA). O MDA tem disso amplamente utilizado como marcador para estresse
oxidativo, e pode ser quantificado através de uma técnica conhecida como TBARS (Thiobarnituric
acid-reactive substances). Essa técnica se baseia no fato de alguns produtos da peroxidagao
lipidica como 0 MDA serem reativos ao acido tiobarbitdrico (TBA) e poderem ser quantificados em
uma amostra biol6gica'16.117,

Para estimar o grau de estresse oxidativo, a concentragao de MDA foi avaliada de células
K562 tratadas com melatonina (1nM e 1mM) e expostas a H20, (100uM) quando comparadas com
células controle. Os resultados obtidos para o dia 0, dia 2 ndo diferenciado, dia 2 diferenciado, dia
4 nao diferenciado e dia 4 diferenciado estao apresentados nos graficos abaixo.

Os resultados obtidos para as anélises do dia 0 apresentado no grafico da figura 21
podemos observar que os niveis de peroxidagéo lipidica ficam em torno de 0 nmol/ml (MDA)
demonstrando que a exposi¢do do agente protetor e estressor ainda néo tiveram um efeito tdo

visivel na modulagao do estresse oxidativo.
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Figura 21 - Anélise de peroxidacao lipidica de células K562 tratadas com melatonina a 1nM e 1mM e expostas

a H20 no dia 0. Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padrdo (+ SEM). * Limite de anélise
inferior ao detectavel.

No dia 2, podemos observar que células néo diferenciadas também ndo ha uma mudanca
tdo clara nos niveis de peroxidagdo lipidica (Figura 22-A), mas podemos observar um aumento
da peroxidacao lipidica ao adicionarmos 1mM de melatonina na presenc¢a do H202, uma vez que
ja é conhecido que a melatonina em alguns casos pode apresentar um papel pré-oxidante, aqui
podemos estar vendo este efeito. Entretanto em células diferenciadas percebemos que a adi¢édo
de H202 nas células controle aumentam os niveis de peroxidagéo lipidica e que a adigdo de
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melatonina a 1nM e 1mM diminuem drasticamente esses niveis (Figura 22-B). Demonstrando que
a melatonina nas duas concentragfes analisadas em células diferenciadas no dia 2 diminuiu os
niveis de estresse oxidativo em células K562 quando expostas ao agente estressor HO2 e mesmo

quando n&o exposta a esse agente.
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Figura 22 - Analise de peroxidagao lipidica de células K562 tratadas com melatonina a 1nM e 1mM e expostas
a H202 no dia 2 néo diferenciado e dia 2 diferenciado. (A) Analise de peroxidac&o lipidica de células K562 nao
diferenciadas no dia 2. (B) Andlise de peroxidagao lipidica de células K562 diferenciadas no dia 2. Os resultados séo
apresentados na forma de média com erro padréo (+ SEM).

Os resultados obtidos para as analises do dia 4, nos mostram que em células ndo
diferenciadas a adicdo de melatonina a 1nM e 1mM foi capaz de diminuir a peroxidacao lipidica
principalmente quando adicionado o agente estressor H.O, (Figura 23-A). Esses dados
corroboram com os resultados obtidos da viabilidade de células K562 apresentados na segéo 5.2
onde a adi¢do de melatonina a 1nM e 1mM em células K562 no dia 4 néo diferenciadas aumenta
a viabilidade de K562.

E em células diferenciadas no dia 4 percebemos que houve uma diminuigao dos niveis de
peroxidacao lipidica apenas na adi¢éo de melatonina a 1nM com e sem a adicao de H0; (Figura
23-B), entretanto a adicdo de melatonina a 1TmM acompanhada pela adi¢éo do agente estressor
H.0O, aumentam os niveis de peroxidagéo lipidica (Figura 23-B). Esses dados também corroboram
com os dados obtidos com as analises de viabilidade de K562 apresentado na segao 5.2, onde a
viabilidade de K562 é aumentada pela adi¢édo de melatonina a 1nM e 1mM em células néo
diferenciadas no dia 4 e a 1nM em células diferenciadas, sendo que a adi¢do de melatonina a
1mM em células diferenciadas no dia 4 parece ter um papel pré-oxidante nesse modelo celular
aumentando os niveis de peroxidacao lipidica e diminuindo a viabilidade de K562 quando exposta
ao H.0..
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Figura 23 — Analise de peroxidacao lipidica de células K562 tratadas com melatonina a 1nM e 1mM e expostas
a H202 no dia 4 nao diferenciado e dia 4 diferenciado. (A) Analise de peroxidagéo lipidica de células K562 néo
diferenciadas no dia 4. (B) Analise de peroxidagao lipidica de células K562 diferenciadas no dia 4. Os resultados sdo
apresentados na forma de média com erro padréo (£ SEM).

Esses resultados de peroxidacao lipidica nos mostram que a melatonina foi capaz de
diminuir os niveis de estresse oxidativo em células K562 mesmo quando expostas a uma
concentragédo de 100pM do agente estressor H20: principalmente em condigcdes como no dia 2 em
células diferenciadas e no dia 4 em células néo diferenciadas.

A falta de alteragdes claras no nivel de estresse oxidativo em células ndo diferenciadas
no dia 2 ainda é um fator curioso, uma vez que os dados de viabilidade apresentados na se¢éo
5.2 nos mostraram que a melatonina tanto a 1nM quando 1mM foi capaz de aumentar a viabilidade
de K562 quando expostas ao agente estressor H202, portanto esse fato nos leva a acreditar que
outras vias que ndo a antioxidante possam estar sendo influenciadas pela adigdo da melatonina
que auxiliam na sobrevivéncia dessa célula quando exposta ao agente estressor. De fato,

experimentos adicionais s@o necessarios para elucidar o papel da melatonina nessas condigdes.

5.5 - Efeito da melatonina na diferenciagao de K562

Como dito anteriormente, ap6s 5 dias de experimento foi realizado o teste de diferenciacdo
das células através do método de benzidina 13 e as células diferenciadas foram contadas em
camara de Neubauer.

Foi possivel observar que as células K562 ndo expostas ao agente estressor H,0, tiveram
uma diferenciacdo de aproximadamente 100% tanto com quanto sem tratamento de melatonina

(1nM e 1mM) (Figura 24), sendo que em células n&o tratadas com melatonina e expostas ao
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agente estressor H,02 houve uma diminuigdo da diferenciagéo para 90%. Interessantemente, e
mais importante, podemos verificar que o tratamento de 1nM de melatonina € 100uM de H20;
diminui a diferenciagao das células K562 para aproximadamente 30%. Ja foi demonstrado que a
hemina induz a transcri¢do de um Elemento de resposta antioxidante (ARE) que é responsavel
pela indugdo de uma bateria de genes antioxidantes de fase Il induzido por estresse oxidativo 123,
Ou seja, de uma forma complexa, a diferenciacdo de K562 induzida por hemina depende da acéo
de agentes oxidantes, e a expressao de agentes antioxidantes durante essa fase inibe ou diminui
a diferenciagdo. Esse fato interessante nos leva a supor que a melatonina esteja agindo como um
agente antioxidante, neutralizando os efeitos de uma concentracdo néo letal de H2O2 (100uM) e

também diminuindo a diferenciacao desta célula.
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Figura 24 - Efeito da melatonina na diferenciagao de células K562 quando induzidas a diferenciagao utilizando
hemina e hidroxiuréia como indutores. (A) Fotografia do pellet celular de células K652 diferenciadas e ndo
diferenciadas tratadas ou ndo com melatonina 1nM e 1mM, expostas ou ndo a 100uM de H20.. (B) Gréfico de
porcentagem de células K562 diferenciadas ap6s 5 dias de experimento. Os resultados s&o apresentados na forma
de média com erro padrao (£ SEM) e sdo representativos de duas replicatas biolégicas independentes.

Este dado inédito nos mostra a agao da melatonina em doses fisiolégicas na diferenciagao
de células K562 induzida por hemina e hidroxiuréia. Uma vez compreendido que a melatonina a
1nM tem um papel claro na sobrevivéncia de células K562 expostas a estresse oxidativo induzido
por H202 (100uM) (segdo 5.3) e que nestas condicdes ela parece inibir a diferenciagdo celular
através de um papel antioxidante (se¢ao 5.5), nos parece importante compreender melhor os

mecanismos envolvidos na agdo da melatonina nesse tipo celular. Para isso partimos para a
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determinagdo do papel indireto da melatonina na express@o génica e conteldo proteico de

componentes presentes em vias antioxidantes do eritrocito.

5.6 — Analise de expressao génica de agentes antioxidantes importantes em células
eritrocitarias

Como visto anteriormente, a melatonina e seus derivados tem sido amplamente estudados
pelo seu papel direto e indireto como antioxidante. Como via indireta, ja foi demonstrado que a
melatonina é capaz de influenciar a expressédo génica de diferentes enzimas antioxidantes 85. Foi
primeiramente descrito por Antolin et al. que a melatonina causa o aumento de RNAm de SOD1,
SOD2 e GPX1 em hamsters 24,

Diante disso, avaliamos a expressdo de RNAm de algumas das enzimas antioxidantes
moduladas pela via NRF2-ARE frente ao tratamento com melatonina a fim de verificar se esta é
capaz de modular a expressao dessas enzimas em células K562. Foi analisado entdo a expresséo
de RNAm através de PCR em tempo real de PRDX1, PRDX2, PRDX6, CAT, SOD1 e GPX1
(Detalhes em Apéndice C).

Foi possivel verificar em células K562 diferenciadas quando tratadas com melatonina a
1mM um aparente aumento na expressdo do RNAm de PRDX1, que codifica uma proteina
antioxidante extremamente importante, que vem sendo reconhecida também como uma
importante enzima na sinalizagao redox'25126, Esse aumento pode ser observado nos dias 2 e 4
da diferenciacdo quando as células foram expostas ao agente estressor H2O, (100uM) (Figura
25).

PRDX1 RNAm - Diferenciado

Expressao relativa

Controle Mel 1nM Mel 1mM
100uM H,0, 100uM H,0O, 100uM H,0O,

Figura 25 - Gréfico de Expressao relativa de PRDX1 em células K562 diferenciadas ap6s 5 dias de experimento.
Grafico de expressdo de PRDX1 em células K562 diferenciadas. Foi utilizado o gene da B-Actina (BAC) como
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enddgeno e os valores representam o aumento (> 1) ou diminuig&o (< 1) da expresséo de RNAm quando comparado
a amostra controle (Controle néo tratada com H202 no dia 0 da diferenciagdo). Os resultados s&o apresentados na
forma de média com erro padrao (+ SEM) e sdo representativos de duas replicatas biolégicas independentes.

Além do aumento na expressdo de PRDX1, também observamos em células K562
diferenciadas quando tratadas com melatonina a 1mM um aparente aumento na expressao do
RNAm de PRDX2, que codifica uma proteina antioxidante extremamente importante. Esse
aumento também foi observado nos dias 2 e 4 da diferenciagdo quando as células foram expostas

ao agente estressor H202 (100pM) (Figura 26).

PRDX2 RNAm - Diferenciado gm no
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Figura 26 - Grafico de Expressao relativa de PRDX2 em células K562 diferenciadas apés 5 dias de experimento.
Grafico de express@o de PRDX2 em células K562 diferenciadas. Foi utilizado o gene da B-Actina (BAC) como
enddgeno e os valores representam o aumento (> 1) ou diminuigao (< 1) da expressdo de RNAm quando comparado
a amostra controle (Controle néo tratada com H202 no dia 0 da diferenciagdo). Os resultados sdo apresentados na
forma de média com erro padrao (+ SEM) e s&o representativos de duas replicatas biolégicas independentes.

Também foi analisada a expressdo de RNAm de KEAP1 que codifica uma proteina
responsavel pelo controle de NRF2 no citoplasma, bem como a expressdo de NRF2 que codifica
o fator de ftranscricdo responsavel pela inducdo da expressdo de importantes enzimas
antioxidantes como discutido anteriormente. Adicionalmente foi analisada a expressao de RNAm
de APEX1/Ref-1 (Apurinic/apyrimidinic endonuclease 1/redox factor-1) que codifica uma proteina
multifuncional, relacionada ao reparo do DNA, a regulagéo transcricional e recentemente tem sido
relacionada a inibigdo da fungdo da proteina NRF2 (Detalhes em Apéndice C). Dessa forma
podemos avaliar a expressé@o do RNAm do fator de transcri¢do que estimula a expressao dos
antioxidantes acima avaliados e avaliar a expressdo do RNAm de dois importantes inibidores da
atividade de NRF2.
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Os dados obtidos com essas analises ndo apontaram nenhuma alteragdo importante no
nivel de RNAm desses genes importantes para a via NRF2-ARE.

Um dado interessante observado nas analises de expressdo génica, foi 0 aumento do
nivel de RNAm dos genes que codificam enzimas antioxidantes, em células K562 diferenciadas
quando comparadas as nao diferenciadas. Ja foi descrito na literatura, que enzimas antioxidantes
sdo reguladas por diversos fatores indutores de estresse oxidativo 85, uma vez que a diferenciagao
de K562 mediada por hemina depende de agentes oxidantes, essas células apresentam um
aumento na expressdo de enzimas antioxidantes como um mecanismo compensatorio para
combater os danos gerados por essas moléculas que podem ser danosas em altas concentragdes
123, Esse evento foi evidente nos resultados obtidos, foi possivel observar um aumento da
expressao de RNAm de PRDX1, PRDX2, PRDX6 e SOD1 em células diferenciadas nos dias 2 e
4 quando comparados a condigdo nédo diferenciada como pode ser observado no heat map

apresentado na Figura 27.
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Figura 27 - Heat map representando os resultados da analise de PCR em tempo real (q-PCR) dos genes PRDX1,
PRDX2, PRDX6, CAT, SOD1, GPX1, NRF2, KEAP1 e APEX1 de células K562 nao diferenciadas e diferenciadas
nos dias 0, 2 e 4 quando tratadas ou ndo com melatonina (1nM e 1mM), expostas ou ndo a H20, (100pM). Os
niveis de expressao dos genes s&o apresentados usando valores de fold-change, e a escala de cores estdo mostradas
na parte superior do heat map que foi gerado pelo programa Excel. Os resultados sdo apresentados na forma de
média e sdo representativos de duas replicatas biolégicas independentes.
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5.7 — Analise de contetido proteico de agentes antioxidantes importantes em células
eritrocitarias

A expressao de RNAm ndo necessariamente representa nivel de proteinas em uma célula,
diversas modificagdes pos transcricionais podem ocorrer antes de se codificar uma proteina além
de outros fatores relacionados ao estado da célula também determinarem o contetdo proteico
encontrado. Por isso foi avaliado o conteudo proteico das células K562 a fim de verificar a
influéncia da administracdo de melatonina na produgéo de proteinas antioxidantes PRDX1,
PRDX2, PRDX6, CAT, SOD1, GPX1, além das proteinas envolvidas na via NRF2-ARE (NRF2 e
KEAP1) e a proteinas recentemente conhecida como inibidora de NRF2, a APEX1.

Assim como para a expressdo de RNAm, o contetido proteico de importantes proteinas
antioxidantes como PRDX1, PRDX2, PRDX6, CAT e SOD1 se mostrou aumentado nos dias 2 e 4
na condicdo onde as células estavam diferenciadas (Figura 28). Esse dado mais uma vez
corrobora com a literatura onde ja foi descrito 0 aumento de importantes enzimas antioxidantes

durante e ap6s a diferenciagao de células K562 quando induzido por hemina.
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Figura 28 - Heat map representando os resultados da analise de western blotting das proteinas PRDX1, PRDX2,
PRDX6, CAT, SOD1, GPX1, NRF2, KEAP1 e APEX1 de células K562 nao diferenciadas e diferenciadas nos dias
0, 2 e 4 quando tratadas ou ndo com melatonina (1nM e 1mM), expostas ou ndo a H20 (100uM). Os niveis de
contetido proteico sdo apresentados usando valores de fold-change, e a escala de cores estdo mostradas na parte
superior do heat map que foi gerado pelo programa Excel. Os resultados séo apresentados na forma de média e séo
representativos de duas replicatas biolégicas independentes.

5.7.1 - Contetdo proteico do dia 0

57



Os resultados da anélise de contetdo proteico de células K562 no dia 0 (Apéndice D e
Apéndice E) nos mostraram que a melatonina teve pouco efeito no conteudo das proteinas
avaliadas. Podemos observar diminui¢do no conteudo proteico de APEX1 quando administrada
melatonina 1mM (Figura 29).
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Figura 29 - (A) Western Blotting das amostras de K562 nao diferenciadas no dia 0 para detecgao de APEX1
utilizando GAPDH como normalizador enddgeno. (B) Grafico gerado a partir dos dados de western blotting de
duplicatas biolégicas independentes. As analises realizadas para gerar o grafico foram feitas a partir do programa
ImageJ o qual gera valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento
da expressdo e valores abaixo de 1 representam diminuicdo da expressdo quando comparados a amostra controle
(Controle n&o tratado com H202). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padréo (£ SEM).

Entretanto podemos verificar um aumento da expressdo de PRDX1, uma importante
enzima antioxidante, na administragdo de melatonina (1nM e principalmente 1mM) sem e com
indugéo de estresse oxidativo (H202 100uM) (Figura 30). Essa enzima, além de ter um papel ja
bem conhecido como antioxidante, vem sendo reconhecida como uma importante enzima
envolvida na sinalizagao celular. PRDX1 regula a transdugéo de sinal através de alteragdes na
oxidag&o tiol de suas cisteinas. Hopkins et al. 2018 demonstrou que PRDX1 é um parceiro de
ligagdo do fator de transcricao FOXO3. O estresse oxidativo elevado causa a formagéo de
dissulfetos ente PRDX1 e FOXO3, o que facilita a localizagao nuclear de FOXO3 e transcrigéo de
genes em resposta ao estresse oxidativo'?’. Além dessa relagdo com FOXQO3, ja foi identificado
que o estresse oxidativo promove a oxidagdo de PRDX1 que causa a dissociagdo de PRDX1 e
MKP1 e aumenta a associagéo e atividade de MKP5 regulando assim a senescéncia’?. Da mesma
forma um mecanismo similar foi descrito para PRDX1 e PTEN, controlando a tumorigénese 2>,
Portanto esse aumento do conteudo proteico de PRDX1 pode ser um fator importante para a

sinalizagéo celular quando administrado melatonina.
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Figura 30 - (A) Western Blotting das amostras de K562 nao diferenciadas no dia 0 para detecgdo de PRDX1
utilizando GAPDH como normalizador enddgeno. (B) Grafico gerado a partir dos dados de western blotting de
duplicatas biolégicas independentes. As analises realizadas para gerar o grafico foram feitas a partir do programa
ImageJ o qual gera valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento
da express&o e valores abaixo de 1 representam diminuicdo da expressdo quando comparados a amostra controle
(Controle n&o tratado com H20z2). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padréo (£ SEM).

5.7.2 - Conteldo proteico do dia 2

Os resultados da anélise de conteudo proteico de células K562 no dia 2 tanto em células
nao diferenciadas como em células diferenciadas (Detalhes em Apéndice D e Apéndice E) nos
mostrou uma diminui¢&o da expresséo de importantes proteinas antioxidantes como CAT (Figura
31) e GPX1 (Figura 32 e Figura 33), na presenca de melatonina a 1nM e 1mM. Sendo que
somente foi possivel a observagédo de um aumento do contetido proteico NRF2 no dia 2 em células
nao diferenciadas quando tratadas com melatonina (1nM e 1mM) sem adicdo de H.O; (Figura
34). Esse dado nos parece interessante uma vez que essa diminui¢do do conteudo proteico de
importantes enzimas antioxidantes foi acompanhada de um aumento na viabilidade de células
K562 quando tratadas com melatonina a 1nM e 1mM e expostas ao agente estressor H202 (se¢do
5.2). Esse nos parece um indicio de que a melatonina possa estar tendo um papel como
antioxidante de forma direta, promovendo a sobrevivéncia das células quando exposta a um

estresse oxidativo.
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Figura 31 - (A) Western Blotting das amostras de K562 nao diferenciadas no dia 2 para detec¢do de CAT
utilizando GAPDH como normalizador enddgeno. (B) Grafico gerado a partir dos dados de western blotting de
duplicatas biolégicas independentes. As analises realizadas para gerar o grafico foram feitas a partir do programa
ImageJ o qual gera valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento
da express&o e valores abaixo de 1 representam diminuicdo da expressdo quando comparados @ amostra controle
(Controle n&o tratado com H20z2). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padrdo (£ SEM).
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Figura 32 - (A) Western Blotting das amostras de K562 nao diferenciadas no dia 2 para detecgdo de GPX1
utilizando GAPDH como normalizador endégeno. (B) Grafico gerado a partir dos dados de western blotting de
duplicatas biolégicas independentes. As analises realizadas para gerar o grafico foram feitas a partir do programa
ImageJ o qual gera valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento
da expressdo e valores abaixo de 1 representam diminuigdo da expressdo quando comparados a amostra controle
(Controle n&o tratado com H202). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padréo (£ SEM).
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Figura 33 - (A) Western Blotting das amostras de K562 diferenciadas no dia 2 para detecgao de GPX1 utilizando
GAPDH como normalizador endégeno. (B) Grafico gerado a partir dos dados de western blotting de duplicatas
bioldégicas independentes. As analises realizadas para gerar o grafico foram feitas a partir do programa ImageJ o
qual gera valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento da
expressao e valores abaixo de 1 representam diminui¢do da expressdo quando comparados a amostra controle
(Controle n&o tratado com H20z2). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padréo (+ SEM).
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Figura 34 - (A) Western Blotting das amostras de K562 nao diferenciadas no dia 2 para detec¢ao de NRF2
utilizando GAPDH como normalizador endégeno. (B) Grafico gerado a partir dos dados de western blotting de
duplicatas biolégicas independentes. As analises realizadas para gerar o grafico foram feitas a partir do programa
ImageJ o qual gera valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento
da expressdo e valores abaixo de 1 representam diminuicdo da expressdo quando comparados a amostra controle
(Controle n&o tratado com H20z2). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padréo (+ SEM).

5.7.3 - Conteudo proteico do dia 4

Ja os resultados da analise de conteldo proteico de células K562 no dia 4 em células ndo
diferenciadas e diferenciadas nos mostrou importantes efeitos da melatonina a 1nM e 1mM no
conteido de importantes proteinas (Detalhes em Apéndice D e Apéndice E). Foi possivel
observar um aumento do conteudo proteico de PRDX2 em células K562 diferenciadas no D4 na

condicdo de 1mM de melatonina quando comparadas ao controle (Figura 35).
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Figura 35 - (A) Western Blotting das amostras de K562 diferenciadas no dia 4 para deteccido de PRDX2
utilizando GAPDH como normalizador endégeno. (B) Grafico gerado a partir dos dados de western blotting de
duplicatas biolégicas independentes. As analises realizadas para gerar o grafico foram feitas a partir do programa
ImageJ o qual gera valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento
da expressdo e valores abaixo de 1 representam diminuicdo da expressdo quando comparados a amostra controle
(Controle n&o tratado com H202). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padréo (£ SEM).

Além do aumento do conteudo da proteina PRDX2 também foi possivel verificar um
aumento do conteudo da proteina CAT, em células K562 diferenciadas no D4 na condi¢do de 1mM

de melatonina com e sem adi¢do de H20; (Figura 36).
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Figura 36 - (A) Western Blotting das amostras de K562 diferenciadas no dia 4 para detecgao de CAT utilizando
GAPDH como normalizador enddgeno. (B) Graficos gerados a partir dos dados de western blotting de
duplicatas biolégicas independentes. As andlises realizadas para gerar os gréficos foram feitas a partir do
programa ImageJ o qual gera valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam
aumento da expressao e valores abaixo de 1 representam diminuigdo da expressao quando comparados a amostra
controle (Controle ndo tratado com H20z2). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padrao (+
SEM).

Apesar do aumento de importantes enzimas antioxidantes como a PRDX2 e CAT, também
observamos a diminui¢do do conteudo proteico de PRDX1 (Figura 37) e PRDX6 (Figura 38) em
células K562 diferenciadas no dia 4. Essas duas isoformas de Peroxirredoxinas estdo envolvidas
em processos importantes para a célula, a PRDX1 além de apresentar um papel antioxidante,

como dito anteriormente também participa da sinalizagdo redox da célula’?5128, J4 a PRDX6 além
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do papel de peroxidase, possui um importante papel como fosfolipase A2, que diminui o estresse
oxidativo através do auxilio do reparo da membrana celular através da redugéo de fosfolipideos
peroxidados'??,
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Figura 37 - (A) Western Blotting das amostras de K562 diferenciadas no dia 4 para deteccdo de PRDX1
utilizando GAPDH como normalizador endégeno. (B) Graficos gerados a partir dos dados de western blotting
de duplicatas bioldgicas independentes. As analises realizadas para gerar os gréaficos foram feitas a partir do
programa Imaged o qual gera valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam
aumento da expresséo e valores abaixo de 1 representam diminui¢do da expressao quando comparados @ amostra
controle (Controle ndo tratado com H20z). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padrédo (+
SEM).
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Figura 38 - (A) Western Blotting das amostras de K562 diferenciadas no dia 4 para detecgdo de PRDX6
utilizando GAPDH como normalizador endégeno. (B) Graficos gerados a partir dos dados de western blotting
de duplicatas biolégicas independentes. As andlises realizadas para gerar os gréficos foram feitas a partir do
programa ImageJ o qual gera valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam
aumento da expresséo e valores abaixo de 1 representam diminuigdo da expresséo quando comparados a amostra
controle (Controle ndo tratado com H202). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padrao (+
SEM).

Além do aumento do conteudo proteico das enzimas antioxidantes PRDX2 e CAT, nas
mesmas condi¢des foi possivel verificar o aumento do contetdo proteico do fator de transcri¢do
NRF2. Também em células diferenciadas e ndo diferenciadas no D4 na condi¢do de 1mM de

melatonina podemos observar um aumento do contetdo proteico de NRF2 (Figura 39). Este
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resultado nos parece extremamente importante uma vez que o aumento do contetdo proteico do
fator de transcricdo NRF2 deve estar diretamente relacionado ao aumento do contetdo proteico

de PRDX2 e CAT que sdo enzimas antioxidantes com um papel protetor importante em células

eritroides.
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Figura 39 - (A) Western Blotting das amostras de K562 nao diferenciadas e diferenciadas no dia 4 para
deteccao de NRF2 utilizando GAPDH como normalizador endégeno. (B) Graficos gerados a partir dos dados
de western blotting de duplicatas bioldgicas independentes. As andlises realizadas para gerar os graficos foram
feitas a partir do programa ImageJ o qual gera valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima
de 1 representam aumento da expressdo e valores abaixo de 1 representam diminui¢do da expressdo quando
comparados a amostra controle (Controle néo tratado com H20z). Os resultados sdo apresentados na forma de média
com erro padrdo (+ SEM).

Além de avaliar o conteudo proteico de importantes enzimas antioxidantes e do fator de
transcricdo que ativa sua transcricdo em condi¢des de estresse oxidativo, também avaliamos o
contetido proteico da proteina KEAP1 que como falado anteriormente € responsavel pela
manuten¢do de NRF2 no citosol e avaliamos também o conteudo proteico de APEX1 uma proteina
que tem sido vista recentemente como inibidora da atividade de NRF2. Dessa forma foi possivel
avaliar o conteldo de duas importantes proteinas responsaveis pela inibigdo de NRF2 como um
fator transcricional.

Interessantemente observamos em células K562 nao diferenciadas e diferenciadas no dia
4 quando tratadas com 1mM de melatonina, um aumento tanto de KEAP1 (Figura 40) quanto de

APEX1 (Figura 41) nas mesmas condigdes onde observamos o aumento de NRF2.
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Figura 40 - (A) Western Blotting das amostras de K562 nao diferenciadas e diferenciadas no dia 4 para
deteccao de KEAP1 utilizando GAPDH como normalizador endégeno. (B) Graficos gerados a partir dos dados
de western blotting de duplicatas biolégicas independentes. As analises realizadas para gerar os graficos foram
feitas a partir do programa ImageJ o qual gera valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima
de 1 representam aumento da expressao e valores abaixo de 1 representam diminuigdo da expressdo quando
comparados & amostra controle (Controle n&o tratado com H20z). Os resultados sao apresentados na forma de média
com erro padrdo (£ SEM).
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Figura 41 - (A) Western Blotting das amostras de K562 nao diferenciadas e diferenciadas no dia 4 para
detecc¢ao de APEX1 utilizando GAPDH como normalizador endégeno. (B) Graficos gerados a partir dos dados
de western blotting de duplicatas bioldgicas independentes. As analises realizadas para gerar os graficos foram
feitas a partir do programa ImageJ o qual gera valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima
de 1 representam aumento da expressdo e valores abaixo de 1 representam diminuicdo da expressdo quando
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comparados a amostra controle (Controle néo tratado com H20z). Os resultados sdo apresentados na forma de média
com erro padrdo (£ SEM).

Esse resultado indica que a atividade do fator de transcricdo NRF2 pode estar sendo em
parte inibida pelo aumento das proteinas KEAP1 que o0 mantem no citosol e de APEX1 que inibe
a sua atividade, apesar de seu contetdo estar aumentado. Mesmo assim o fator de transcrigao foi

capaz de aumentar o contetdo das enzimas antioxidantes PRDX2 e CAT.

5.8 - Analise da atividade enzimatica de CAT, GR e G6PD em células K562 tratadas com
melatonina e expostas a H20;

Realizamos uma analise preliminar da atividade enzimaticas de algumas enzimas
envolvidas na via antioxidante do eritrocito. A Catalase (CAT) por ser uma importante linha de
defesa antioxidante do eritrocito e por ter apresentado o conteudo proteico aumentado nas
andlises realizadas nesse trabalho (Figura 36) foi analisada quanto sua atividade enzimatica em
células K562 quando tratadas com melatonina (1nM e 1mM) e expostas ao estressor H.0:
(100pM) em células néo diferenciadas (Figura 42-A) e em células diferenciadas (Figura 42-B).

Foi também avaliada a atividade enzimética da enzima GR (Glutationa redutase). Essa
enzima, como o0 nome ja diz esta € uma importante enzima envolvida na redugdo da molécula
Glutationa (GSH) quando na forma oxidada (GSSG). A molécula GSH é um tri-peptideo envolvido
na via antioxidante do eritrécito participando de forma importante na prote¢do contra o estresse
oxidativo nessa célula juntamente com seu redutor biolégico a enzima GR. Portanto foi avaliada a
atividade enzimatica de GR em células K562 quando tratadas com melatonina (1nM e 1mM) e
expostas ao estressor H202 (100puM) em células néo diferenciadas (Figura 42-C) e em células
diferenciadas (Figura 42-D).

Finalmente foi avaliada a atividade enzimatica da enzima G6PD, uma importante enzima
que participa da primeira etapa da via das pentoses no eritrocito. Como discutido anteriormente
na introdugéo, essa via é a grande responsavel pela produgao de NADPH a partir de NADP*, tem
uma fungéo essencial no metabolismo antioxidante do eritrocito uma vez que fornece elétrons para
reduzir importantes enzimas e moléculas antioxidantes como por exemplo a GSH. Portanto, foi
avaliada a atividade enziméatica de G6PD em células K562 quando tratadas com melatonina (1nM
e 1mM) e expostas ao estressor H.0, (100puM) em células néo diferenciadas (Figura 42-E) e em

células diferenciadas (Figura 42-F).
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Em geral os resultados indicam uma diminuigéo na atividade de CAT, GR e G6PD quando
administrada a melatonina a 1nM e 1mM comparando com a condi¢do controle em todas as
situagdes analisadas. Apesar de ja ter sido demonstrado previamente que a melatonina é capaz
de aumentar a atividade enzimatica de importantes enzimas antioxidantes como GPX e SOD85.
Da Silva, D.G.H. et al.™> demonstrou que essas enzimas tem uma atividade reduzida quando

administrada melatonina combinada com N-acetilcisteina em uma suspensdo de eritrdcitos

falcémicos.
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Figura 42 — Andlise de atividade enzimatica de CAT, GR e G6PD de células K562 tratadas com melatonina a
1nM e 1mM e expostas a H202 nos dias 0, 2 e 4. (A) Analise da atividade enzimatica de CAT de células K562 ndo
diferenciadas. (B) Analise da atividade enzimatica de CAT de células K562 diferenciadas. (C) Analise da atividade
enzimatica de GR de células K562 n&o diferenciadas. (D) Analise da atividade enzimatica de GR de células K562
diferenciadas. (E) Andlise da atividade enziméatica de G6PD de células K562 n&o diferenciadas. (F) Andlise da
atividade enzimatica de G6PD de células K562 diferenciadas.
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5.9 — Hipodteses

Nossos dados sugerem que a melatonina € capaz de proteger as células K562 quando
expostas a um agente estressor como o perdxido de hidrogénio (100uM de H202) principalmente
na concentragdo de 1nM. A melatonina foi capaz de aumentar a viabilidade, bem como diminuir a
peroxidacao lipidica dessas células quando expostas ao estressor, esse dado inédito nos mostra
que essa molécula bem conhecida como um horménio regulador do sono tem um papel importante
como um antioxidante nesse tipo celular.

Ja sabemos que a melatonina tem um papel antioxidante importante, e pode atuar de
forma direta através do ataque as espécies reativas de oxigénio neutralizando seus efeitos
danosos, bem como, de forma indireta através do estimulo de enzimas antioxidantes
supostamente pela via NRF2-ARE.

Um fator importante de se ressaltar é que os dados apresentados nesse trabalho nos
mostraram que a adi¢do de melatonina apesar de auxiliar na sobrevivéncia da célula e diminuir o
estresse oxidativo somente teve alteragbes significativas no nivel proteico no dia 4 de
diferenciagéo (principalmente em células diferenciadas na presenga de 1mM de melatonina).

Esse dado nos levou a hipotetizar que no dia 0 do experimento quando ndo observamos
alteragdes a nivel de viabilidade celular, estresse oxidativo e regulagéo do conteudo proteico em
células K562, a melatonina estaria atuando como um antioxidante de forma direta neutralizando
as espécies reativas de oxigénio que ainda nao tiveram um papel tdo danoso (como visto na

condicéo controle sem adicdo de melatonina) (Figura 43).
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Figura 43 — Esquema representativo do proposto que acontece em células K562 expostas a H20: e tratadas
com melatonina no dia 0 do experimento. A melatonina no dia 0 entra ativamente na célula e apesar da presencga
do H202 os danos celulares ainda ndo sdo tdo intensos, portanto, propomos que a melatonina esteja atuando
diretamente como um antioxidante impedindo os danos celulares de ERO. Enquanto que o fator de transcrigdo é
degradado pelo proteassoma ficando em concentragdes basais na célula. (Esta figura foi criada pela autora adaptando
imagens da Servier Medical Art Commons Attribution 3.0 Unported License (http://smart.servier.com)).

No dia 2 do experimento, nas condi¢des onde houve aumento da viabilidade e diminui¢&o
do estresse oxidativo, mas ndo houve alteragdes significativas no nivel proteico de enzimas
antioxidantes, nossa hipétese seria que a melatonina possivelmente estaria agindo mais
ativamente como um antioxidante de forma direta, atacando as espécies reativas de oxigénio
neutralizando seus efeitos danosos a célula que j& poderiam estar causando grandes danos as
células como ocorre na condi¢do controle onde nao é adicionada a melatonina. Além disso, foi
possivel observar o aumento do RNAm de PRDX1 e PRDX2, e por isso, propomos que a
melatonina esteja nesse momento iniciando um papel como antioxidante indireto, inibindo a agéo
do proteassoma e permitindo que parte do contelido de NRF2 possa atuar como fator de

transcricdo (Figura 44).
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Figura 44 — Esquema representativo do proposto que acontece em células K562 expostas a H20: e tratadas
com melatonina no dia 2 do experimento. A melatonina no dia 2 entra ativamente na célula e a presenca do H202
ja demonstra claramente os danos celulares em células controles, mas ndo vemos aumentos significativos de enzimas
antioxidantes. Portanto, propomos que a melatonina esteja principalmente atuando diretamente como um antioxidante
impedindo os danos celulares de ERO, entretanto a melatonina estaria iniciando um papel antioxidante indiretamente
aumentando a expressao génica e PRDX1 e PRDX2. O fator de transcricdo em parte é degradado pelo proteassoma
e parte possivelmente ja esteja atuando como um fator de transcri¢do iniciando um aumento do RNAm dessas
enzimas. (Esta figura foi criada pela autora adaptando imagens da Servier Medical Art Commons Attribution 3.0
Unported License (http://smart.servier.com)).

Ja no dia 4, do experimento quando vemos o aumento de importantes enzimas
antioxidantes como CAT e PRDX2 frente ao tratamento com melatonina, nesse momento nossa
hipotese é que a melatonina esteja atuando como um antioxidante de forma indireta, aumentando
o contetdo proteico de NRF2 (um fator de transcricdo que estimula a produgdo de enzimas
antioxidantes) através da inibicao do proteassoma, isso foi evidenciado pelo aumento do conteudo
proteico de NRF2 no dia 4 na presenca de melatonina a 1mM. Dessa forma, a inibigdo do
proteassoma permite que o NRF2 se transloque para o nucleo agindo como um fator de transcri¢éo
para enzimas antioxidantes como CAT e PRDX2 que atuam ativamente no ataque ao H,O> (Figura
45). Além do aumento do conteudo proteico de CAT e PRDX2 observamos também o aumento
do RNAm de PRDX1 e PRDX2 no dia 4 quando adicionado melatonina a 1mM e H202em células
diferenciadas, o que corrobora mais uma vez para o papel da melatonina como um antioxidante
indireto nesse cenario.

Apesar de nessas condi¢des termos observado um aumento das proteinas KEAP1 que é
responsavel por manter NRF2 no citoplasma e de APEX1 que é conhecido como um importante

inibidor da atividade de NRF2, esse fator de transcrigao foi capaz de aumentar os niveis proteicos
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de duas importantes enzimas, a CAT que é considerada uma frente de defesa antioxidante, € a
PRDX2 que ¢ a terceira proteina mais presente no eritrocito e tem importantes papeis como
antioxidante, chaperona molecular da hemoglobina e protetora da proteina de membrana do

eritrocito a Banda 3.
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Figura 45 - Esquema representativo do proposto que acontece em células K562 expostas a H:0; e tratadas
com melatonina no dia 4 do experimento. A melatonina no dia 4 entra ativamente na célula (sendo que a presenga
do H202 ja demonstra os efeitos danosos em células controle) e atua indiretamente aumentando a expressdo génica
e PRDX1 e PRDX2, e o contetdo proteico de NRF2, CAT e PRDX2. Portanto, propomos que a melatonina esteja
atuando diretamente como um antioxidante impedindo os danos celulares de ERO mas mais importante ela estaria
atuando como um antioxidante de forma indireta, inibindo a atividade do proteassoma o que facilita a translocagédo do
NRF2 para o nucleo atuando como uma fator de transcricdo aumentando a produgdo de CAT e PRDX2. Também
propomos que nesse momento a proteina KEAP1 e APEX1 estejam atuando inibindo em parte a atividade de NRF2.
(Esta figura foi criada pela autora adaptando imagens da Servier Medical Art Commons Attribution 3.0 Unported
License (http://smart.servier.com)).
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6.0 - CONCLUSOES
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6.0 - CONCLUSOES

De uma forma geral, podemos concluir que os resultados apresentados nesse trabalho
nos mostram um papel importante da melatonina tanto com um antioxidante diretamente
neutralizando os efeitos oxidantes de H2O, como indiretamente estimulando a produgéo de
importantes enzimas antioxidantes como CAT e PRDX2 através do aumento do contetido proteico
de NRF2.

Apesar de alguns dados desse trabalho terem apontado a melatonina a 1mM como um
composto pro-oxidante por exemplo no dia 4 da diferenciacdo na presenga de H.0O2, onde houve
aumento da peroxidacéo lipidica e diminuigdo da viabilidade de células K562, ndo podemos
descartar as caracteristicas unicas do modelo bioldgico utilizado. Apesar de a K562 ser
amplamente utilizada com esse fim, ela € uma célula de linhagem tumoral, sendo que ja foi
comprovado que a melatonina pode apresentar um efeito pré-oxidante em células de origem
tumorais8®91, Além disso, o experimento realizado com esse modelo biolégico apresentava
diversas variaveis que podem ter influenciado algumas analises, como por exemplo a adigao de
hemina e hidroxiuéia, que séo os compostos utilizados para a diferenciagdo de K562, esses
compostos podem ter influenciado os resultados de forma a mascarar certos efeitos protetivos da
melatonina. A hemina é uma molécula rica em ferro e como visto na introdugéo, o ferro esta
diretamente envolvido na reagdo de Fenton e Herber Weiss, que gera moléculas oxidantes
danosas podendo ter aumentado os niveis oxidativos da célula dificultando a agdo da
melatonina30.131,

Além disso ja foi demonstrado que a enzima CAT media a formagao de Oxido nitrico (NO)
na presenca de hidroxiuréia € H20,'32. O NO é um importante mensageiro molecular tendo
importantes fungdes como a vasodilatagdo (0 que o torna um medicamento muito utilizado no
tratamento da anemia falciforme), entretanto altos niveis de NO podem ser tornar toxicos'33. Nos
experimentos realizados com o modelo biolégico K562 que utiliza a hidroxiuréia como um indutor
de sua diferenciagéo, talvez a presenca de hidroxiuréia juntamente com o aumento da proteina
CAT induzido pela melatonina podem ter gerados altos niveis de NO podendo ter se tornado toxico
para a célula explicando o0 aumento da peroxidagao lipidica e diminuigao da viabilidade celular no
dia 4 da diferenciagdo quando administrado melatonina a 1mM na presenga de H20x.

Os dados de atividade enzimatica apresentados nesse trabalho apesar de serem
preliminares por se tratar de apenas uma replicata bioldgica, nos mostrou uma diminui¢do da
atividade de CAT, GR e G6PD similarmente ao encontrado por Da Silva, D.G.H. et al. 75 em

suspensdo de eritrocitos falcémicos quando tratados com melatonina combinada com N-
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acetilcisteina. Entretanto, uma vez que o modelo utilizado nesse estudo possui diversas variaveis
como inducdo da diferenciagcdo por hemina e hidroxiuréia, talvez sejam necessarios outros
marcadores de estresse oxidativo a ser analisados nesse modelo biolégico.

Apesar desses fatos, podemos concluir que a melanonina (tanto a 1nM quanto 1mM) foi
capaz de apresentar um papel antioxidante direta e indiretamente em um modelo de células
eritrdide, nos levando a acreditar que essa molécula se mostrou promissora para sua utilizagéo
como terapia coadjuvante no tratamento de anemias hemoliticas. Como o uso de melatonina ja foi
comprovado como segura, com minimos efeitos colaterais quando administrado em humanos,
esse fato torna-a ainda mais promissora para esse fim. Testes adicionais sdo necessarios para
concluir melhor esse papel da melatonina, como por exemplo testes em culturas de células CD34+
ou até mesmo modelos de ratos acometidos por anemias hemoliticas o que pode auxiliar a elucidar

duvidas ainda existentes.
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8.0 - APENDICES
8.1 — Apéndice A
Detalhes da cultura celular

Preparagéo de meio RPMI

O meio RPMI 1640 foi originalmente desenvolvido para cultura de células leucémicas
humanas em suspenséo. 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 concentragdes de vitaminas. Adicionalmente contem biotina e vitamina B12, os quais néo
sdo encontrados em outros meios como DMEM. Além disso, o0 meio RPMI contem as vitaminas
inositol e colina em altas concentragdes. RPMI nédo contém proteinas, lipidios ou fatores de
crescimento, necessitando de suplementagao, comumente é realizada a suplementagao com 10%
de soro bovino fetal. Esse meio necessita também a adi¢&o de bicarbonato de sodio (2 g/L) como
sistema de tampao e um ambiente de 5-10% CO, para manter o pH fisiolégico.

Para preparar 1L de meio RPMI (RPMI-1640 Medium - SIGMA), dilui-se o contetido de 1
saché contendo 10,4g de meio em p6 em aproximadamente 950ml de agua deionizada, foi
adicionado 2g de bicarbonato de sodio e misturado até que estivesse bem diluido. O pH foi
ajustado para aproximadamente 7,2, foi adicionado antibioticos (penicilina 100U/ml,
estreptomicina 100ug/ml) e fungicida (anfotericina 0,25ug/ml) e entdo o volume foi completado
para 1L utilizando agua deionizada. O meio foi filtrado utilizando membrana de 0,22um em sistema

estéril e armazenado em vidro autoclavado na geladeira por no maximo 1 més.

Descongelamento das células K562

Antes de descongelar as células os materiais necessarios sdo colocados no fluxo e
deixados 30 minutos expostos a 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. Entdo o conteudo do tubo foi despejado dentro de um frasco de
cultura de 50 ml com o meio utilizando uma pipeta. O descongelamento das células € geralmente
realizado de forma rapida, dessa forma minimiza os danos as células. Apesar de todo o cuidado
durante o congelamento e descongelamento esses processos sdo danosos para as células e,
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portanto, ao descongelar as células, devem ser colocadas em meio de cultivo com uma
concentragé@o de 20% de soro bovino fetal por um dia. O soro bovino fetal € um complemento do
meio de cultura, contém fatores de crescimento, horménios, proteinas, peptideos, nucleosideos e
lipideos importantes para a proliferagao celular. Apés o descongelamento foi utilizado 20% de soro
por um dia a fim de promover um meio ambiente rico para a recuperagéo ao estresse causado
durante o congelamento e descongelamento das células.

O frasco foi entdo identificado e deixado por um dia em estufa a 37°C com atmosfera de
5% de CO.. Apds esse periodo, as células foram observadas em microscépio invertido para
verificar a confluéncia e 0 meio é trocado a fim de diminuir a concentragdo de soro bovino fetal,
que induziria a diferenciagéo e retirar o DMSO (solugéo criopreservante) o qual é toxico a célula.

As células foram centrifugadas com rotor swing por 5 minutos, a uma rotagao de 600g com
desaceleracéo 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. Apos ressuspender as células o contetdo foi colocado novamente no frasco de cultivo
e deixado em estufa Umida a 37% com atmosfera de 5% de CO>.

De 2 em 2 dias aproximadamente as células foram observadas quanto a sua confluéncia,
numero, morfologia e possiveis contaminagdes, adicionando-se meio fresco suplementado com
10% de soro bovino fetal e trocando-o quando julgar necessario (em casos de mudanga de pH ou

precipitacdo de células mortas).

Congelamento de células K562

Apos alguns dias de cultivo, aproximadamente 1 semana, congelamos uma parte das
células. Primeiramente, foi preparada a solugéo criopreservante (DMSO 10% e soro bovino fetal
90%). O contetdo do cultivo celular foi colocado em um tubo cénico de 15 mL e centrifugado com
rotor swing por 5 minutos, a uma rotagao de 600g com desaceleracao 0-2 e temperatura ambiente.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado celular ressuspendido com a o volume desejado de
solug&o criopreservante para um numero de células de 2x108 células/ml. A solugéo foi adicionada
gelada de 1 em 1 ml e homogeneizado com cuidado. Apos ressuspendido, o conteudo foi
aliquotado em tubos criopreservantes com um volume de aproximadamente 1ml contendo 2x108
células/ ml. Os tubos foram armazenados em freezer -80 por 12-24 horas e transferidos para o

nitrogénio liquido.
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8.2 - Apéndice B

Padronizagao dos primers de qCR

A técnica de PCR em tempo real (qPCR) permite a detec¢do e quantificagdo de
fragmentos de DNA e RNA em tempo real com alta sensibilidade e especificidade, a quantificacéo
desses acidos nucleicos é feita de forma precisa e com maior reprodutibilidade que a técnica
convencional ja que determina valores durante a fase exponencial da reagéo. O ponto que detecta
o ciclo na qual a reag&o atinge o limiar da fase exponencial & denominado Cycle threshold (Cr).
Este ponto permite a quantificacdo exata e reprodutivel baseado na fluorescéncia. Essa técnica é
extremamente sensivel e como os valores sdo medidos na fase exponencial de amplificagéo,
qualquer variavel pode significar um resultado ndo confiavel, por isso varios cuidados devem ser
tomados para a realizagdo de um experimento confiavel e eficiente que minimize a possibilidade
de conclusdes erradas 134.

A eficiéncia das reacdes de amplificagdo por gPCR depende de diversos fatores, tais como
0 cuidado com a pipetagem, a qualidade e integridade das amostras de cDNA, desenho dos
primers, condicbes de termociclagem, qualidade e quantidade dos reagentes e tamanho do
produto da amplificagdo. Por isso as condi¢cdes especificas para cada experimento necessitam ser
padronizadas.

O desenho dos primers é um dos principais fatores limitantes para a eficiéncia da técnica
de PCR em tempo real e precisa seguir uma série de regras. Por isso 0s primers que foram
utilizados nesse estudo foram desenhados a fim de apresentar temperatura de anelamento ideal
entre 58 e 60° para eficiéncia do ciclo padréo de termociclagem, os primers foram desenhados
para uma regido localizada entre dois exons, evitando a amplificacdo de gDNA por eventual
contaminag@o e além disso foram desenhados evitando-se a possibilidade de formagdo de
homodimeros, heterodimeros e “hairpin” entre os primers. A sequéncia dos primers referentes

aos genes que foram analisados através da técnica de qPCR estao apresentadas na Tabela B1.
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Tabela B1. Sequéncias dos primers que foram utilizados nas reagdes de qPCR.

Gene Primer Foward

Primer Reverse

Beta Actina (BAC) 5-CAAGCAGGAGTATGACGAGTC-3'

Peroxirredoxina 1 (PRDX1)  5-TGTAAATGACCTCCCTGTTGG-3'

Peroxirredoxina 2 (PRDX2)  5-CTGTTAATGATTTGCCTGTGGG -3'

Peroxirredoxina 6 (PRDX6)  5-CACGACTTTCTGGGAGACT-3'

5'- GCCATGCCAATCTCATCTTG-3
5-TATCACTGCCAGGTTTCCAG-3'

5-TGGGCTTAATCGTGTCACTG-3'

5-GGGCAATCAACTTAACATTCCTC-3'

Catalase (CAT) 5. TGAATGAGGAACAGAGGAAACG-3  5-GTACTTGTCCAGAAGAGCCTG-3'
(Sgopgr%"id" Dismutase 1 5, 3GGCAAAGGTGGAAATGAAG-3' 5-CAGCTAGCAGGATAACAGATGAG-3'
%‘ﬁ;ﬂ;’”a Peroxidase o\ 110CAGACCATTGACATCGAG-3  5-CACCCTCATAGATGAAAACCCC-3

Nuclear Factor Erythroid 2-

Related Factor 2 (NRF2) 5- GCTACGTGATGAAGATGGAAAAC-3

5'- AGCTCAGAAAAGGTCAAATCCTC-3

Kelch-ike ECH-associaled 5 pn\GAGAGACGTGGACTTTCG:3  5- GTGTCTGTATCTGGGTCGTAAG-S
protein 1 (KEAP1)

Apurinic/apyrimidinic

endonuclease 1/redox factor- 5- ACAGCAAGATCCGTTCCAAG -3 5- GCTTATTTCCCAGGCTCAAAG -3
1 (APEX1)

Além do desenho, a quantidade de primer a ser usada é outro fator essencial que interfere
na eficiéncia das reaces. E importante que seja utilizada uma combinagéo de concentragao de
primers foward e reverse minima o suficiente para permitir a duplicacéo de todas as cépias do
gene presentes na amostra, que fornecam o menor valor de Ct (ciclo threshold), a maior
amplificagdo na fase exponencial (maior ARn, que corresponde a variagao de fluorescéncia) e
que forme a menor quantidade de dimeros de primers.

Apos a sintese, realizamos a padronizagao da concentra¢do dos primers utilizando uma
amostra de cDNA de células K562. Para tal, utilizamos as seguintes concentragbes de primers
foward e reverse respectivamente para verificar a melhor combinagéo de concentragéo (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 combinagédo de concentracdo que apresentasse a maior amplificagdo (maior
taxa de fluorescéncia) e menor formagéo de dimeros, utilizando a menor concentragéo de primers
possivel. As concentragdes utilizadas para cada gene estao descritas na Tabela B2.

Na Figura B1, esta exemplificada a curva de amplificagdo da padronizagao do primer da
PRDX1, a qual apresentou sua melhor amplificagao nas concentragdes 300F/300R nM. Na Figura
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B1 A podemos observar todas as curvas de amplificagdo, na parte (Figura B1 B) observamos a
curva da concentragdo escolhida (Seta preta) e na parte (Figura B1 C) observamos a curva de

melting da concentragéo escolhida, a qual apresentou a maior fluorescéncia, menor formagao de
dimeros.
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Figura B1 - Padronizagao dos primers PRDX1. A) A padronizagéo do primer da PRDX1 demonstrou entre todas
curvas para as diferentes concentragbes de primers, que a melhor combinagao de concentragdo foi 300F/300R nM,
C) destacado em cor laranja e apontada pela seta preta. C) A qual apresentou maior emiss&o de fluorescéncia, menor
formacg&o de dimeros de primer na menor concentracdo possivel. Como pode ser visto na curva de melting, o pico
Unico aparece proximo a 81°C mostrando a especificidade da amplificagdo, onde picos em temperaturas distintas
indicariam bandas inespecificas ou formagao de dimeros.

Adicionalmente, podemos observar que os NTCs (no-template controls) ndo apresentaram
amplificacéo, nem formacg&o de dimeros (Figura B2).
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Figura B2 - NTCs (no-template controls) PRDX1. A) A auséncia de amplificagdo no controle negativo indica que
ndo ha contaminag&o do primer. B) A Curva de melting confirmando a auséncia de contaminantes.

Apos a determinagao da melhor concentragao dos primers partimos para a elaboragao da
curva de eficiéncia da reagdo. Uma vez que os valores sdo medidos na fase exponencial de
amplificagao, qualquer variavel pode significar um resultado néo confiavel, e a reagdo ndo se torna
eficiente, por isso é realizada a curva para determinar a eficiéncia da reacgdo, que para ser
considerado eficiente, deve apresentar valor de eficiéncia entre 95 — 105%, quanto mais proximo
de 100% mais eficiente é a reagdo. Foram realizadas dilui¢des seriadas de 1:5 partindo de uma
amostra de cDNA a 200ng utilizando as mesmas concentracdes de primers determinadas
previamente. Como a amplificagdo é exponencial, deve haver uma diferenga de 3,32 Cts na
amplificagdo de cada uma das diluicbes e ao tragarmos uma reta relacionando a poténcia da
diluicao e o Ct obtemos a curva da eficiéncia do primer, a qual deve apresentar o valor de R mais
proximo de 1 (100%) (Figura B3 A e Figura B3 B).

A curva de melting também foi analisada para verificar a formagdo de dimeros ou
amplificagdes inespecificas, representadas pelo aparecimento de mais de um pico. Depois de
obtidos e analisados os parametros citados é determinado um threshold que sera utilizado nas

analises posteriores (Figura B3 C).
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Figura B3 — Teste de eficiéncia da reagdo para analise do gene PRDX1. Foram realizadas dilui¢des seriadas de
1:5 partindo de uma amostra de cDNA a 200ng e as concentragdes de primers determinadas previamente. Como a
amplificagdo é exponencial, podemos observar como esperado, uma diferenca de 3,32 Cts na amplificagdo de cada
uma das dilui¢des seriadas realizadas (A). Ao tragarmos uma reta relacionando a poténcia da dilui¢&o (abscissas) e
o Ct (ordenadas), obtivemos a chamada curva de eficiéncia do primer, a qual deve apresentar o valor de R? mais
proximo possivel de 1 (100%) (B), no caso da PRDX1 e de todos os outros genes de interesse as curvas de eficiéncia
apresentaram uma eficiéncia maior que 95%. O pico Unico que aparece na figura da curva de melting (C) préximo a
82°C mostra a especificidade da amplificagdo, onde picos a temperaturas distintas indicariam bandas inespecificas
ou ocorréncia de dimeros.

Abaixo, na Tabela B2 estdo apresentados os valores da concentragdo de cada par de
primer que se demonstraram ser ideais na padronizagéo e os valores da eficiéncia de cada reagao.
Nossos dados apresentaram uma eficiéncia maior que 95% para todas as reagdes o que é bem
proximo do ideal (100%), este valor é o suficiente para dizer que as reagdes de qPCR s&o

eficientes, reprodutiveis e consequentemente os resultados séo confiaveis.
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Tabela B2. Apresentagao da concentragao ideal de cada par de primer determinada durante a padronizagao e
eficiéncia de cada reagédo para cada gene alvo.

Primer C°;‘|f,;';t:|‘v‘|?a° Threshold Eficiéncia (%)
BAC 3001150 0,098701 101311
SOD! 1501150 0058913 96,576
GPX1 300/150 0070705 96,5
CAT 150/300 0122229 101923

PRDX1 3001300 0.060659 95,439

PRDX2 3001300 0096587 95.195

PRDX6 1001100 0107838 98,96
NRF2 1501150 0058913 96,087

KEAP1 3001300 0101843 98 695

APEX1 150/300 0099955 108,254
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8.3 - Apéndice C

Detalhes do PCR em tempo real de todos os génes analisados

Avaliagdo da expressdo de RNAm que codificam importantes enzimas antioxidantes
moduladas pela via NRF2-ARE frente ao tratamento com melatonina a fim de verificar se esta é
capaz de modular a expressao dessas enzimas em células K562. Foi analisado entdo a expressao
de RNAm através de PCR em tempo real de PRDX1 (Figura C1), PRDX2 (Figura C2), PRDX6
(Figura C3), CAT (Figura C4), SOD1 (Figura C5) e GPX1 (Figura C6).

A B
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Figura C1 - Gréfico de Expressdo relativa de PRDX1 em células K562 diferenciadas apds 5 dias de
experimento. (A) Grafico de expresséo de PRDX1 em células K562 n&o diferenciadas. (B) Grafico de expressédo de
PRDX1 em células K562 diferenciadas. Foi utilizado o gene da [ Actina como endégeno e os valores representam o
aumento (> 1) ou diminuic&o (< 1) da expressdo de RNAm quando comparado a amostra controle (Branco/ tratado
com OuM de H202 no dia 0 da diferenciag&o). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padrao
(£ SEM) e séo representativos de duas replicatas bioldgicas independentes.
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Figura C2 - Grafico de Expressao relativa de PRDX2 em células K562 diferenciadas apds 5 dias de
experimento. (A) Grafico de expressdo de PRDX2 em células K562 nao diferenciadas. (B) Grafico de expressédo de
PRDX2 em células K562 diferenciadas. Foi utilizado o gene da [ Actina como endégeno e os valores representam o
aumento (> 1) ou diminui¢&o (< 1) da expressdo de RNAm quando comparado a amostra controle (Branco/ tratado
com OuM de H202 no dia 0 da diferenciag&o). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padréo
(+ SEM) e sao representativos de duas replicatas biologicas independentes.
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Figura C3 - Grafico de Expressao relativa de PRDX6 em células K562 diferenciadas apds 5 dias de
experimento. (A) Grafico de expresséo de PRDX6 em células K562 n&o diferenciadas. (B) Grafico de expressédo de
PRDX6 em células K562 diferenciadas. Foi utilizado o gene da 8 Actina como enddgeno e os valores representam o
aumento (> 1) ou diminuicéo (< 1) da expressdo de RNAm quando comparado a amostra controle (Branco/ tratado
com OuM de H202 no dia 0 da diferenciag&o). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padrao
(£ SEM) e séo representativos de duas replicatas bioldgicas independentes.
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Figura C4 - Grafico de Expressao relativa de CAT em células K562 diferenciadas apds 5 dias de experimento.
(A) Gréfico de expressado de CAT em células K562 néo diferenciadas. (B) Gréfico de expressao de CAT em células
K562 diferenciadas. Foi utilizado o gene da B Actina como enddgeno e os valores representam o aumento (> 1) ou
diminuigéo (< 1) da expressdo de RNAm quando comparado a amostra controle (Branco/ tratado com OuM de H20:
no dia 0 da diferenciacdo). Os resultados sdo apresentados na forma de média com erro padréo (+ SEM) e séo
representativos de duas replicatas biolégicas independentes.
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Figura C5 - Gréafico de Expressao relativa de SOD1 em células K562 diferenciadas apés 5 dias de experimento.
(A) Gréfico de expressao de SOD1 em células K562 ndo diferenciadas. (B) Gréfico de expresséo de SOD1 em células
K562 diferenciadas. Foi utilizado o gene da B Actina como enddgeno e os valores representam o aumento (> 1) ou
diminuigéo (< 1) da expressdo de RNAm quando comparado a amostra controle (Branco/ tratado com OuM de H20;
no dia 0 da diferenciagdo). Os resultados sdo apresentados na forma de média com erro padrdo (+ SEM) e séo
representativos de duas replicatas biolégicas independentes.
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Figura C6 - Grafico de Expressao relativa de GPX1 em células K562 diferenciadas apos 5 dias de experimento.
(A) Gréafico de expressdo de GPX1 em células K562 nao diferenciadas. (B) Gréafico de expressao de GPX1 em células
K562 diferenciadas. Foi utilizado o gene da B Actina como endogeno e os valores representam o aumento (> 1) ou
diminuigéo (< 1) da expressdo de RNAm quando comparado a amostra controle (Branco/ tratado com OuM de H20;
no dia 0 da diferenciag&o). Os resultados sdo apresentados na forma de média com erro padréo (+ SEM) e s&o
representativos de duas replicatas biolégicas independentes.

Também foi analisada a expressdo de RNAm de KEAP1 (Figura C7) que codifica uma
proteina responsavel pelo controle de NRF2 no citoplasma, bem como a expressdo de NRF2
(Figura C8) que codifica o fator de transcrigdo responsavel pela indugéo da expressédo de
importantes enzimas antioxidantes como discutido anteriormente. Adicionalmente foi analisada a
expressdo de RNAm de APEX1/Ref-1 (Apurinic/apyrimidinic endonuclease 1/redox factor-1)
(Figura C9) que codifica uma proteina multifuncional, relacionada ao reparo do DNA, a regulacdo
transcricional e recentemente tem sido relacionada a inibigdo da fungéo da proteina NRF2. Dessa
forma podemos avaliar a expressdo do RNAm do fator de transcri¢do que estimula a expresséo
dos antioxidantes acima avaliados e avaliar a expressao do RNAm de dois importantes inibidores
da atividade de NRF2.
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Figura C7 - Grafico de Expressao relativa de KEAP1 em células K562 diferenciadas apds 5 dias de
experimento. (A) Grafico de expressdo de KEAP1 em células K562 n&o diferenciadas. (B) Grafico de expresséo de
KEAP1 em células K562 diferenciadas. Foi utilizado o gene da B Actina como enddgeno e os valores representam o
aumento (> 1) ou diminui¢&o (< 1) da expressdo de RNAm quando comparado a amostra controle (Branco/ tratado
com OuM de H202 no dia 0 da diferenciag&o). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padrao
(+ SEM) e sao representativos de duas replicatas biologicas independentes.

NRF2 RNAm - Nao Diferenciado NRF2 RNAm - Diferenciado
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Expressao relativa

o‘\
&(\n N &

Figura C8 - Grafico de Expresséo relativa de NRF2 em células K562 diferenciadas apds 5 dias de experimento.
(A) Grafico de expressdo de NRF2 em células K562 néo diferenciadas. (B) Gréafico de expressdo de NRF2 em células
K562 diferenciadas. Foi utilizado o gene da B Actina como endogeno e os valores representam o aumento (> 1) ou
diminuigéo (< 1) da expressdo de RNAm quando comparado a amostra controle (Branco/ tratado com OuM de H20;
no dia 0 da diferenciagéo). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padréo (+ SEM) e s&o
representativos de duas replicatas biolégicas independentes.

96



APEX1 RNAm - Ndo Diferenciado APEX1 RNAm - Diferenciado gy
5- B3 D2
B D4

Expressao relativa
Expressao relativa

Figura C9 - Gréfico de Expressao relativa de APEX1 em células K562 diferenciadas ap6s 5 dias de experimento.
(A) Grafico de expressdo de APEX1 em células K562 n&o diferenciadas. (B) Grafico de expressdo de APEXT em
células K562 diferenciadas. Foi utilizado o gene da 8 Actina como endégeno e os valores representam o aumento (>
1) ou diminui¢&o (< 1) da expressdo de RNAm quando comparado a amostra controle (Branco/ tratado com 0uM de
H20: no dia 0 da diferencia¢éo). Os resultados s&o apresentados na forma de média com erro padrao (+ SEM) e sdo
representativos de duas replicatas biolégicas independentes.
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8.4 - Apéndice D

Detalhes do western blotting de todas as proteinas analisadas

Avaliagdo do conteudo proteico de importantes enzimas antioxidantes moduladas pela via

NRF2-ARE frente ao tratamento com melatonina a fim de verificar se esta é capaz de modular a

expressao dessas enzimas em células K562. Foi analisado entdo o conteudo proteico através de
western blotting de PRDX1 (Figura D1), PRDX2 (Figura D2), PRDX6 (Figura D3), CAT (Figura

D4), SOD1 (Figura D5) e GPX1 (Figura D6).
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Figura D1 - Andlise do conteudo proteico de PRDX1 realizado através de western blotting de duas duplicatas
biolégicas independentes. As figuras apresentam as anélises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células nao
diferenciadas e diferenciadas. (A) Figura do conteldo proteico de PRDX1, da replicata 1 apresentando as analises
dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células n&o diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como enddgeno.
(B) Figura do conteudo proteico de PRDX1, da replicata 2 apresentando as anélises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células
nao diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como endégeno. Os resultados séo representativos
de duas replicatas biolégicas independentes.
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Figura D2 - Analise do conteuido proteico de PRDX2 realizado através de western blotting de duas duplicatas
biolégicas independentes. As figuras apresentam as analises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células ndo
diferenciadas e diferenciadas. (A) Figura do contetdo proteico de PRDX2, da replicata 1 apresentando as analises
dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células n&o diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como enddgeno.
(B) Figura do contetdo proteico de PRDX2, da replicata 2 apresentando as andlises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células
nao diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como endégeno. Os resultados séo representativos
de duas replicatas biolégicas independentes.
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Figura D3 - Analise do conteudo proteico de PRDX6 realizado através de western blotting de duas duplicatas
biolégicas independentes. As figuras apresentam as analises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células nao
diferenciadas e diferenciadas. (A) Figura do contetdo proteico de PRDX®6, da replicata 1 apresentando as analises
dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células n&o diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como enddgeno.
(B) Figura do contetdo proteico de PRDX6, da replicata 2 apresentando as andlises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células
nao diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como endégeno. Os resultados séo representativos
de duas replicatas biolégicas independentes.
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Figura D4 - Analise do contetido proteico de CAT realizado através de western blotting de duas duplicatas
biolégicas independentes. As figuras apresentam as analises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células nao
diferenciadas e diferenciadas. (A) Figura do contetido proteico de CAT, da replicata 1 apresentando as analises dos
dias 0, dia 2 e dia 4 de células ndo diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como enddgeno.
(B) Figura do conteudo proteico de CAT, da replicata 2 apresentando as anélises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células
nao diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como enddgeno. Os resultados sao representativos
de duas replicatas biolégicas independentes.
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Figura D5 — Analise do contelido proteico de SOD1 realizado através de western blotting de duas duplicatas
biolégicas independentes. As figuras apresentam as analises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células nao
diferenciadas e diferenciadas. (A) Figura do contetdo proteico de SOD1, da replicata 1 apresentando as anélises
dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células n&o diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como enddgeno.
(B) Figura do contetdo proteico de SOD1, da replicata 2 apresentando as analises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células
nao diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como endégeno. Os resultados séo representativos
de duas replicatas biolégicas independentes.
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Figura D6 — Analise do contelido proteico de GPX1 realizado através de western blotting de duas duplicatas
biolégicas independentes. As figuras apresentam as analises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células nao
diferenciadas e diferenciadas. (A) Figura do contetido proteico de GPX1, da replicata 1 apresentando as anélises
dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células n&o diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como enddgeno.
(B) Figura do contetdo proteico de GPX1, da replicata 2 apresentando as analises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células
nao diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como endégeno. Os resultados séo representativos
de duas replicatas biolégicas independentes.

Também foi analisado o contetido proteico de das proteinas KEAP1 (Figura D7) uma
proteina responsavel pelo controle de NRF2 no citoplasma, bem como a expressdo de NRF2
(Figura D8) um fator de transcrigdo responsavel pela indugdo da expressao de importantes
enzimas antioxidantes como discutido anteriormente. Adicionalmente foi analisado conteudo
proteico de APEX1/Ref-1 (Apurinic/apyrimidinic endonuclease 1/redox factor-1) (Figura D9) uma
proteina multifuncional, relacionada ao reparo do DNA, a regulagao transcricional e recentemente
tem sido relacionada a inibigdo da fungéo da proteina NRF2. Dessa forma podemos avaliar o
contetido proteico do fator de transcricdo que estimula a expressao dos antioxidantes acima

avaliados e de dois importantes inibidores da atividade de NRF2.
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Figura D7 — Analise do conteudo proteico de NRF2 realizado através de western blotting de duas duplicatas
biolégicas independentes. As figuras apresentam as analises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células nao
diferenciadas e diferenciadas. (A) Figura do conteudo proteico de NRF2, da replicata 1 apresentando as anélises
dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células n&o diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como enddgeno.
(B) Figura do contetdo proteico de NRF2, da replicata 2 apresentando as analises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células
nao diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como endégeno. Os resultados séo representativos
de duas replicatas biolégicas independentes.
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Figura D8 — Analise do conteudo proteico de KEAP1 realizado através de western blotting de duas duplicatas
biolégicas independentes. As figuras apresentam as analises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células ndo
diferenciadas e diferenciadas. (A) Figura do contetido proteico de KEAP1, da replicata 1 apresentando as anéalises
dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células n&o diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como enddgeno.
(B) Figura do conteudo proteico de KEAP1, da replicata 2 apresentando as analises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células
nao diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como endégeno. Os resultados séo representativos
de duas replicatas biolégicas independentes.
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Figura D9 - Analise do contetido proteico de APEX1 realizado através de western blotting de duas duplicatas
biolégicas independentes. As figuras apresentam as analises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células nao
diferenciadas e diferenciadas. (A) Figura do contetido proteico de APEX1, da replicata 1 apresentando as anéalises
dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células ndo diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como enddgeno.
(B) Figura do contetdo proteico de APEX1, da replicata 2 apresentando as anélises dos dias 0, dia 2 e dia 4 de células
nao diferenciadas e diferenciadas. Foi utilizado a proteina GAPDH como endégeno. Os resultados séo representativos
de duas replicatas bioldgicas independentes.
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8.5 - Apéndice E

Detalhes dos graficos gerados a partir do western blotting

Foram gerados gréficos a partir da avaliagdo do conteudo proteico das proteinas
envolvidas na via NRF2-ARE realizado por western blotting. As analises foram feitas a partir do
programa ImageJ o qual quantifica os pixels de cada imagens de western blotting gerando valores
apresentados como Unidades Arbitrarias, sendo que os valores maiores que 1 (>1) representam
0 aumento de conteudo proteico e valores menores que 1 (<1) diminui¢do do conteudo proteico
quando comparadas a amostras do Controle (Nao tratado com melatonina e ndo exposto a H20y)
a cada dia do experimento. O grafico é expresso através de uma média £ SEM das duplicatas
bioldgicas independentes: PRDX1 (Figura E1), PRDX2 (Figura E2), PRDX6 (Figura E3), CAT
(Figura E4), SOD1 (Figura E5), GPX1 (Figura E6), NRF2 (Figura E7), KEAP1 (Figura E8) e
APEX1 (Figura E9).
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Figura E1 - Gréfico gerado a partir dos dados de western blotting de PRDX1 de duplicatas biolégicas
independentes. As andlises realizadas para gerar o grafico foram feitas a partir do programa ImageJ o qual gera
valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento da expressao e
valores abaixo de 1 representam diminuigdo da expressdo quando comparados a amostra controle (Controle ndo
tratado com H202). (A) Amostras do dia 0; (B) Amostras do dia 2 n&o diferenciadas; (C) Amostras do dia 2
diferenciadas; (D) Amostras do dia 4 n&o diferenciadas e (E) Amostras do dia 4 diferenciadas. Os resultados s&o
apresentados na forma de média com erro padrdo (+ SEM) e sdo representativos de duas replicatas bioldgicas
independentes.
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Figura E2 - Gréfico gerado a partir dos dados de western blotting de PRDX2 de duplicatas biolégicas
independentes. As andlises realizadas para gerar o gréfico foram feitas a partir do programa ImageJ o qual gera
valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento da expresséo e
valores abaixo de 1 representam diminuigdo da expressdo quando comparados a amostra controle (Controle ndo
tratado com H202). (A) Amostras do dia 0; (B) Amostras do dia 2 n&o diferenciadas; (C) Amostras do dia 2
diferenciadas; (D) Amostras do dia 4 néo diferenciadas e (E) Amostras do dia 4 diferenciadas. Os resultados s&o
apresentados na forma de média com erro padrdo (£ SEM) e s&o representativos de duas replicatas biolégicas
independentes.
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Figura E3 - Grafico gerado a partir dos dados de western blotting de PRDX6 de duplicatas bioldgicas
independentes. As andlises realizadas para gerar o grafico foram feitas a partir do programa ImageJ o qual gera
valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento da expressao e
valores abaixo de 1 representam diminuigdo da expressdo quando comparados a amostra controle (Controle n&o
tratado com H20). (A) Amostras do dia 0; (B) Amostras do dia 2 n&o diferenciadas; (C) Amostras do dia 2
diferenciadas; (D) Amostras do dia 4 n&o diferenciadas e (E) Amostras do dia 4 diferenciadas. Os resultados sdo
apresentados na forma de média com erro padréo (+ SEM). Os resultados s&o apresentados na forma de média com
erro padrdo (+ SEM) e séo representativos de duas replicatas biolégicas independentes.

110



=

i CAT DO
(]
§ 15
5
33
oo
@
g O 10
5
© ©O
€
£k
L = 05
s ¢
Qs
8z
T
2 00
= v ov N oV
& [©)
\@\ @Qa A @QJL \,\,é‘ @Q«»
SIS W S
N S N
& & S
0\« > \'\}Q
& W ¥
CAT D2 n&o dif o CAT D4 nao dif
g °
g 15: ;g 2.0
o o
] % © < 154
o O 1o g ©
2 ==
ko] 8o
& g & g 1.04
<3 o
£ g g
g5 00 $=
E g § go.s
gz % S
T 3%
2 00 = 0.0:
z 2
o 0% v v = < 0% 0% v
& @an N @Q’Lo \,\I@Q @Qs"? z &‘0\ \Szﬂ,o \,\,@ @@9 \\/6““ \Sgﬂ,
& N N ® © S & & Ne & ¥ X
> > > > > S
& S S & & S
& > \'\}Q & > \\’6\
<& N ¥ 53 W ¥
CAT D2 dif . CAT D4 dif
k) 2.0 % 4
o =
3% 8z
o}
g% s gL
o0 [<N0)
Z e 2 £
E o § o
gow g2
© T c 2
5 3 23
23 28
S £ os 2 E1
£ 55
sz 8z
3 >
; 0.0 § o
\ ov N ov N\ ov @ o) oV ov
& QT N 2 RS 2 & QT ,\/«\‘& QY ,@Q QT
N S & > N & » 2 » > N
o N o¥ W o¥ ¢ R W R N R
> N \9 N ~> >
,\o\z S @“ N o@ 4\“\
& & N & > N
d ~ N & ~ N4

Figura E4 - Grafico gerado a partir dos dados de western blotting de CAT de duplicatas bioldgicas
independentes. As andlises realizadas para gerar o grafico foram feitas a partir do programa ImageJ o qual gera
valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento da expresséo e
valores abaixo de 1 representam diminuigdo da expressédo quando comparados & amostra controle (Controle n&o
tratado com H202). (A) Amostras do dia 0; (B) Amostras do dia 2 n&o diferenciadas; (C) Amostras do dia 2
diferenciadas; (D) Amostras do dia 4 n&o diferenciadas e (E) Amostras do dia 4 diferenciadas. Os resultados sdo
apresentados na forma de média com erro padrdo (+ SEM) e sdo representativos de duas replicatas bioldgicas
independentes.
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Figura E5 - Grafico gerado a partir dos dados de western blotting de SOD1 de duplicatas bioldgicas
independentes. As andlises realizadas para gerar o grafico foram feitas a partir do programa ImageJ o qual gera
valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento da expresséo e
valores abaixo de 1 representam diminuigdo da expressdo quando comparados a amostra controle (Controle ndo
tratado com H20). (A) Amostras do dia 0; (B) Amostras do dia 2 n&o diferenciadas; (C) Amostras do dia 2
diferenciadas; (D) Amostras do dia 4 néo diferenciadas e (E) Amostras do dia 4 diferenciadas. Os resultados sdo
apresentados na forma de média com erro padréo (£ SEM). Os resultados s&o apresentados na forma de média com
erro padrdo (+ SEM) e séo representativos de duas replicatas bioldgicas independentes.
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Figura E6 - Grafico gerado a partir dos dados de western blotting de GPX1 de duplicatas bioldgicas
independentes. As andlises realizadas para gerar o grafico foram feitas a partir do programa ImageJ o qual gera
valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento da expressao e
valores abaixo de 1 representam diminuigdo da expressdo quando comparados a amostra controle (Controle n&o
tratado com H202). (A) Amostras do dia 0; (B) Amostras do dia 2 n&o diferenciadas; (C) Amostras do dia 2
diferenciadas; (D) Amostras do dia 4 n&o diferenciadas e (E) Amostras do dia 4 diferenciadas. Os resultados sdo
apresentados na forma de média com erro padréo (+ SEM). Os resultados s&o apresentados na forma de média com
erro padrdo (+ SEM) e sdo representativos de duas replicatas biolégicas independentes.
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Figura E7 - Grafico gerado a partir dos dados de western blotting de NRF2 de duplicatas bioldgicas
independentes. As andlises realizadas para gerar o gréfico foram feitas a partir do programa ImageJ o qual gera
valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento da expressao e
valores abaixo de 1 representam diminuigdo da expressdo quando comparados a amostra controle (Controle ndo
tratado com H20). (A) Amostras do dia 0; (B) Amostras do dia 2 n&o diferenciadas; (C) Amostras do dia 2
diferenciadas; (D) Amostras do dia 4 n&o diferenciadas e (E) Amostras do dia 4 diferenciadas. Os resultados sdo
apresentados na forma de média com erro padréo (£ SEM). Os resultados s&o apresentados na forma de média com
erro padréo (+ SEM) e séo representativos de duas replicatas biolégicas independentes.
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Figura E8 - Grafico gerado a partir dos dados de western blotting de KEAP1 de duplicatas bioldgicas
independentes. As andlises realizadas para gerar o grafico foram feitas a partir do programa ImageJ o qual gera
valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento da expresséo e
valores abaixo de 1 representam diminuigdo da expressdo quando comparados a amostra controle (Controle n&o
tratado com H202). (A) Amostras do dia 0; (B) Amostras do dia 2 n&o diferenciadas; (C) Amostras do dia 2
diferenciadas; (D) Amostras do dia 4 n&o diferenciadas e (E) Amostras do dia 4 diferenciadas. Os resultados sdo
apresentados na forma de média com erro padréo (+ SEM). Os resultados s&o apresentados na forma de média com
erro padrdo (+ SEM) e sdo representativos de duas replicatas biolégicas independentes.
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Figura E9 - Grafico gerado a partir dos dados de western blotting de APEX1 de duplicatas bioldgicas
independentes. As andlises realizadas para gerar o grafico foram feitas a partir do programa ImageJ o qual gera
valores apresentados como unidades arbitrarias, onde valores acima de 1 representam aumento da expresséo e
valores abaixo de 1 representam diminuigdo da expressdo quando comparados a amostra controle (Controle n&o
tratado com H202). (A) Amostras do dia 0; (B) Amostras do dia 2 n&o diferenciadas; (C) Amostras do dia 2
diferenciadas; (D) Amostras do dia 4 n&o diferenciadas e (E) Amostras do dia 4 diferenciadas. Os resultados sdo
apresentados na forma de média com erro padréo (+ SEM). Os resultados s&o apresentados na forma de média com
erro padrdo (+ SEM) e sdo representativos de duas replicatas biolégicas independentes.
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Artigo 1 - Effect of melatonin on oxidative stress protection in erythrocytic cells k562. Artigo em

preparagao.

Artigo 2 - Peroxiredoxins in hemolytic diseases: Far beyond the antioxidant role. Artigo de Revis&o

em fase final de preparagao.

Peroxiredoxins in hemolytic diseases: Far

beyond the antioxidant role

Carla Peres de Paula®, Jofo Pedro Maia de Oliveira da Silva®, Karen Simone
Fomanello®, Iran Malavazi® & Anderson Ferreira da Cunha®

# Department of Genetics and Evolution, Biotechnology Graduate Program (PPGBiotec),
Federal University of S&o Carlos, 580 Carloes, 580 Paule13365-203, Brazil.

* Department of Genetics and Evolution, Federal University of S3o Carlos, Sio Carlos,
530 Paulo13563-905, Brazil

* To whom comespondence should be addressed: peresdepaula@iomail com and

anderf? 61 1/g email com

ABSTRACT

The erythrocytes are extremely important cells, since they participate in the transport of
oxygen (O:) to tissues. Changes in the structure or functioning of the erythrocyte can lead
te several deficiencies. such as hemolytic apemias, which cause several clinical
manifestations that can lead to increased EOS production, worsening the patient's clinical
condition. Oxidative stress is an aggravating factor in these diseases. There are important
lines of defense that fight the damage caused by oxidizing molecules. Among the
antioxidant molecules, the enzyme Peroxiredoxmn stands out, because of it's high
decomposition power of hydrogen peroxide. Due to this, the Peroxiredoxins seeming to
be one of the main lines of defense in erythrocytes, especially when affected by hemolytic
anemias. In addition to this important role, peroxiredoxins have other important roles in
anemic erythrocytes. Which will be detailed in this review article.
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Artigo 3 - Biological and Antitumoral Activity of Polypyridyl Iron Complexes Containing Long Alky!
Chains. Submetido para publicagdo na revista Journal of Inorganic Biochemistry.

Page 1 0of 72
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Journal of Biological Inorganic Chemistry

Biological and Antitumoral Activity of Polypyridyl Iron(IIT) Complexes
Containing Long Alkyl Chains
by
Marcelo Melottiz, Matheus S. S. Paqui?, André L. Amorim®, Carla P. de Paula¢, Marina
C. Rocha¢, Iran Malavazi®, Anderson Cunha¢, Francielli S. Santanad, Ronny R. Ribeirod,

Rogério A. Gariani?, Samuel R. Mendes?, and Fernando R. Xavier®*

aDepartamento de Quimica, Universidade do Estado de Santa Catarina, Joinville — SC,
Brazil. CEP 89219-710; "Universidade Federal de Santa Catarina, Florianopolis — SC,
Brazil. CEP 88040-900; “Departamento de Genética e Evolugao, Universidade Federal de
Sao Carlos, Sao Carlos — SP. Brazil. CEP 13565-905: 4Universidade Federal do Parana,

Curitiba — PR, Brazil. CEP 81530-900; *Corresponding author: fernando.xavier@udesc.br

Abstract

A polypyridyl ligand functionalized with a long alkyl chain (L.€1?) was prepared.
Reaction of L1 with selected iron salts of different stoichiometries formed two metal
complexes: [Fe(L19)(Cl);] (1) and [Fe(L€10),[(ClOy,); « SH,O (2). which were fully
characterized by a suite of physicochemical methods. The interaction between these two
iron complexes and salmon sperm DNA was monitored spectrophotometrically i the UV
region and binding constants (Ky) were estimated. Docking studies were performed using
the PatchDock® server. Both complexes had their biocide activity confirmed against
selected microorganisms: Gram-positive (S. aureus) and Gram-negative (E. coli) bacteria,

A. fumigatus and S. cerevisiae with expressive values of MBC and ICs,. Finally, the
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Artigo 4 - Digestion of Intact Gluten Proteins by Bifidobacterium Species: Reduction of Cytotoxicity
and Proinflammatory Responses. Publicado na revista Agricultural and food chemistry.
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s ABSTRACT: Celiac disease (CD) is a chronic illness characterized by an inflammatory process triggered by gluten protein intake.
7 Recent evidence has suggested that the lower relative abundance of bifidobacteria in the intestinal lumen may be associated with CD.
& Herein, we assessed the effect of the Bifidobacterium species Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium longum, Bembidion breve,
o Bifidobacterium animalis alone, and also a Bifidobacterium consortium on the digestion of intact gluten proteins (gliadins and
10 glutenins) and the associated immunomodulatory responses elicited by the resulting peptides. The cytotoxicity and preinflammatory
11 responses were evaluated through the activation of NF-kB p65 and the expression of cytokines TNF-@ and IL-1§ in Caco-2 cell
12 cultures exposed to gluten-derived peptides. The peptides induced a clear reduction in cytotoxic responses and proinflimmatory
13 marker levels compared to the gluten fragments generated during noninoculated gastrointestinal digestion. These results highlight
14 the possible use of probiotics based on bifidobacteria as a prospective treatment for CD.

15 KEYWORDS: bifidobacteria, gluten proteins, gluten-derived peptides, foxicity, immunomodulatory response, celiac disease
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Abstract

The pathogen Xvlella fastidiosa belongs to the Xanthomonadaceae family, a large group of Gram-negative bacteria that cause
diseases in many economically important crops. A predicted gene, annotated as glutaredoxin-like protein (g/p), was found to be
highly conserved among the genomes of different genera within this family and highly expressed in Y. fastidiosa. Analysis ofthe
GLP protein sequences revealed three protein domains: one similar to monothiol ghitaredoxins (Grx), an Fe-S cluster and a
thiosulfate sulfurtransferase/rhodanese domain (Tst/Rho), which is generally involved in sulfur metabolism and cyanide detox-
ification. To characterize the biochemical properties of GLP, we expressed and purified the X. fastidiosa recombinant GLP
enzyme. Grx activity and Fe-S cluster formation were not observed, while an evaluation of Tst/Rho enzymatic activity revealed
that GLP can detoxify cyanide and transfer inorganic sulfur to acceptor molecules in vitro. The biological activity of GLP relies
on the cysteine residues in the Grx and Tst/Rho domains (Cys™ and Cys®®, respectively), and structural analysis showed that
GLP and GLP“?**® were able to form high molecular weight oligomers (> 600 kDa), while replacement of Cys®® with Ser
destabilized the quaternary structure. In vivo heterologous enzyme expression experiments in Escherichia coli revealed that GLP
can protect bacteria against high concentrations of cyanide and hydrogen peroxide. Finally, phylogenetic analysis showed that
homologous glp genes are distributed across Gram-negative bacterial families with conservation of the N- to C-domain order.
However, no eukaryotic organism contains this enzyme. Altogether, these results suggest that GLP is an important enzyme with
cyanide-decomposing and sulfurtransferase functions in bacteria, whose presence in eukaryotes we could not observe,
representing a promising biological target for new pharmaceuticals.

Keywords Glutaredoxin (Grx) - Reactive oxygen species(ROS) - Glutaredoxin-like protein (GLP) - Thiosulfate sul furtransferase/
Rhodanese (Tst/Rho) - Xylella fastidiosa
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