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RESUMO

As espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo geradas pela reducdo incompleta do oxigénio
durante processos metabdlicos, exposicdo a agentes externos e como resposta secundaria a
varias doengas, quando em excesso podem causar danos a tecidos e células. Durante o
processo de evolugdo, as células desenvolveram varios mecanismos antioxidantes. Um
desses mecanismos compreende as peroxirredoxinas (PRDXSs), que se destacados pela sua
abundancia e grande reatividade com seus substratos. Em seres humanos ja foram descritas
seis diferentes PRDXs localizadasem diferentes compartimentos celulares. Nos eritrocitos,
a PRDX2 ¢é terceira proteina mais abundante, indicando um possivel papel no
desenvolvimento e manutencdo destas células. No entanto, existem poucos estudos
relacionando estas proteinas com doencas eritroides, especialmente anemias hemoliticas,
que apresentam elevados niveis de EROS, como a beta talassemia (BT) e a anemia
falciforme (AF). Este estudo avaliou o papel das PRDXs em reticuldcitos de pacientes com
as doencas descritas acima, comparando com reticuldcitos de individuos sadios, utilizando
PCR em tempo real e Western blot para analise proteica. Nossos resultados mostraram que
0 nivel de transcritos e de proteinas PRDX1 foram aumentados em pacientes BT e
diminuidos em pacientes com anemia falciforme. As analises de transcricdo da PRDX2 ndo
mostraram diferencas em ambas as doencas, contudo na analise de western blot foi
observada diminuicdo desta proteina em pacientes com anemia falciforme, indicando um
possivel processo de regulacdo pos- transcricional deste gene nesta doenca. Os niveis de
transcricdo da PRDX5 ndo apresentaram diferencas em nenhuma das doencas. A PRDX6
mostrou reducdo dos niveis de RNAm e proteicos em BT e AF. Além de sua atividade de
detoxificacdo de EROS, a PRDX6 atua como fosfolipase A, a renovacédo dos fosfolipidios
de membrana. A diminuicdo desta enzima encontrada em ambos 0s pacientes poderia
indicar que o reparo da membrana das células eritroides pode estar prejudicado conduzindo
a hemolise observada nestes pacientes. Este é o primeiro estudo relacionando a expresséo
génica de peroxirredoxinas nestas anemias hemoliticas Os resultados podem contribuir para
compreender melhor o papel destas proteinas e na identificacdo de novos alvos que podem
ajudar no tratamento destas doencas e melhorar a sobrevida destes pacientes.

Palavras-chave: peroxirredoxinas, anemia falciforme, talassemias.



ABSTRACT

Reactive Oxygen Species (ROS) are generated by the incomplete reduction of oxygen
during metabolic processes, exposure to external agents and as a secondary response to
several diseases and when in excess, can cause injury to tissues and cells. During the
evolution process, cells have developed several antioxidant mechanisms. One of such
mechanisms encompasses the peroxiredoxins (PRDXs), which are highlighted for their
abundance and high reactivity with their substrates. In humans, six different PRDXs have
been described as located in different cellular compartments. In erythrocytes, PRDXs,
particularly PRDX2, is the third most abundant protein, indicating its possible role in the
cell development and their maintenance. However, there are few studies connecting these
proteins to erythroid diseases, especially in hemolytic anemias, that have a high ROS
production, such as beta thalassemia and sickle cell disease (SCD). This study evaluated the
role of PRDXs in reticulocytes of patients with the diseases described above, compared to
reticulocytes of health blood donors, using Real Time PCR and proteins will be analyzed
by Western blot. Our results showed that the levels of transcript and PRDX1 protein were
increased in BT patients and decreased in SCD. The PRDX2 transcript showed no
differences in both diseases but in western blot analysis a decrease in PRDX2 protein was
observed in SCD, indicating a possible pos transcription regulation process for this gene in
SCD. The levels of PRDXS5 transcript did not present difference in any of the diseases. A
reduction in mMRNA and protein levels for PRDX6 was observed in BT and SCD patients.
Besides its action in the detoxification of ROS, PRDX6 acts also as a phospholipase A,
regulating the phospholipid turnover at the cell membrane. The decrease of this enzyme
found in both patients could indicate that the cell membrane of the erythroid cells were not
renovated leading to hemolysis observed in these patients. This is the first study correlating
gene expression of peroxiredoxins in these hemolytic anemias The results could contribute
in better understand the role of these protein and in a identification of new targets that could

help in the management of diseases and improve the survival of these patients.

Keywords: peroxiredoxins, sickle cell disease, thalassemia.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Locais de hematopoese durante o desenvolvimento humano............ccccccevveneeee. 12
Figura 2. AlteracGes morfoldgicas durante a eritropoiese em seres humanos..................... 13
Figura 3. Representacéo da estrutura da molécula de hemoglobina.............cocooiiiiinenne, 15

Figura 4. Grupamento dos genes de o ¢ 3 globina ¢ a producdo de diferentes hemoglobinas
durante 0 desenvolVIMENTO NUMANO...........ccoiiiiiiieiee s 17
Figura 5. Fisiopatologia da Anemia FalCiforme...........cccccooeiiiii i 20

Figura 6. Diferentes haplétipos encontrados em associagdo com a anemia falciforme.....22

Figura7. Representacdo diagramaética das delecGes génicas na alfa talassemia................... 25
Figura 8. Diagrama da reacdo em cadeia de peroxidacdo lipidica..........ccceevvvvevverieinennnnn, 34
Figura 9. Mecanismos de rea¢ao das peroXirredoXinas...........ccecvvereereeieereieereeseeseeseesnens 46
Figura 10. Lamina de leucdcitos e esfregago de reticulOCitos.. ........ccoovvrireineneneenieen 58

Figura 11. Gel desnaturante de agarosea 1,2%, com amostras de RNA de reticuldcitos....59

Figura 12. Teste de cDNA com o primer da beta actina............cccccevveieiieieeve s 61
Figura 13. Determinacdo da concentracdo 6tima dos primers foward e reverse PRDX1....63
Figura 14. Curva de melting PRDXL.........cooiiiiiiiiieicie e 63
Figura 15. NTCs (no-template controls) PRDX1.........ccccoiiiiiniiiieieee s 64
Figura 16. Teste de Eficiéncia da PRDX1 300F/300R..........ccccciveiieiiiiieeiicie e sie e 65
Figura 17. Curva de melting da PRDX1..........ccccoiiiiieie et 66
Figura 18. Andlises dos niveis de espéecies reativas de 0Xigénio.........cccocvrervereererinenne, 73

Figura 19. Anédlise da expressdo génica das peroxirredoxinas em reticuldcitos de
individuos sadios e com anemias heMOITICAS. .........cccviiiiiiiiiieie e 77
Figura 20. Analise de western blotting em controles e pacientes com anemia
FAICITOIMIE. ..ttt bbb sreereas 78
Figura 21. Andlise de western blotting beta talasSEmiCos............ccovverireniniiiiisiseees 79
Figura 22. Analise da expressdo génica das peroxirredoxinas em culturas de individuos

SAAI0S € DELA tAlASSEMICOS. ... eee ettt ettt e e e e e e e e eeeeens 80



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Exemplos das Mutagfes de Ponto mais Frequentes que Causam Talassemias,
Segundo sua Localizagcdo na Molécula, o Defeito Funcional que Provocam e o Resultado
sobre a Sintese de GIODINGS..........cociiiiiiii s 27
Tabela 2. Matriz para Padronizacido da Concentracdo Otima de Primers Foward e
REVBISE. ..ttt ettt e R e e bt e Re e R e e e e b e e e 62
Tabela 3. Sequéncias e concentracbes 6timas dos primers utilizados no real-time PCR

(GRTAPCR) ..ttt ettt ettt e st et st et e st et et e nenbente s arennens 64
Tabela 4. Parametros de importancia para 0s primers caracterizados............ccocvevvervvernennnn 66
Tabela 5. Anticorpos utilizados na técnica de western blotting...........ccccoovveveiiienenneen, 70
Tabela 6. Faixa Etaria dos grupos analiSados.............cocuverririiiisienensesese e 74
Tabela 7. Gé&nero dos individuos eStUAAU0S. ..........cveieriereienisise e 74
Tabela 8. Haplétipos dos pacientes com anemia falciforme.............cccoevviiiiciciciien, 74

Tabela 9. Gendtipos dos pacientes com beta talassemia Mmaior............ccccevevieivieeieeieenne 75



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

4-ANE - 4-hidroxi-2-noneal

A - Adenina

AA- Aminoécido

AF - Anemia Falciforme

Arg - Arginina

ASK1 - Apoptosis Signal-Regulating Kinase 1
ATP - Trifosfato de adenosina

BAC - Gene constitutivo beta actina

Ben- Haplétipo Benin

BFU-E - Burst- Forming Unit- Erythroid
C- Citosina

Cam - Hapl6tipo Camardes

CAR - Haplotipo Bantu ou Republica Centro Africana
Cat - Catalase

CypA - Ciclofilina A

cDNA - DNA complementar

CEP - Comité de ética em pesquisa
CFU-E - Colony- Forming Units — Erythroid
CuznSOD - Superéxido Dismutase Cobre e Zinco
Cysp - Cisteina peroxidasica

Cysg- Cisteina de resolugédo

DF- Doenca falciforme

DNA — Acido desoxirribonucleico

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético
eNOS - Oxido nitrico sintase

EPO - Eritropoetina

EROs — Espécies reativas de oxigénio

G- Guanina

GAPDH - Gene constitutivo gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase
Gpx — Glutationa peroxidase

GSTpi - Glutationa S-transferase Pl

GSH- Glutationa

Hb - Hemoglobina

HbF - Hb fetal

HbS - Hemoglobina S

HCM- Hemoglobina corpuscular média
ICAM-1 Molécula de adesao intracelular-1
1gG - Imunoglobulina G

IL-1- Interleucina 1

IL-6 — Interleucina 6

JNK - Jun N-terminal Kinase

kDa - Kilodaltons

LCR - Regido controladora do locus

LDL- Low-density lipoprotein



MAD -
MCP-
MetHb-
MnSOD -
MIF -
NADPH —
NO —
Nox-
OMS -
PCR -
gRT-PCR -
PHHF -
PRDX -
Pro -
PTEN -
RNA —
RNAmM —
RPM -
Sen -
SOD-

Srx -

T-
t-BOOH -
TGF-p1 -
Thr -
TLR4 -
Trx -
TrxRs -
VCAM-1 -
VCM-
VSMC -

Malondialdeido

Morte celular programada

Metahemoglobina

Superoxido dismutase manganés

Migracdo dos macrofagos

Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate
Oxido Nitrico

Oxidases

Organizagdo Mundial da Saude

Reacdo em Cadeia da Polimerase

Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal
Peroxirredoxina

Prolina

Phosphatase and Tensin Homolog

Acido Ribonucleico

RNA mensageiro

RotagGes por minuto

Hapldtipo Senegal

Superoxido Desmutase

Sulfirredoxina

Timina

tert-butil hidroperoxido

Transforming Growth Factor Betal
Treonina

Toll-like receptor 4

Tiorredoxina

Tiorredoxinas Redutases

Molécula de Adeséo do Endotélio Vascular-1
Volume Corpuscular Médio

Células Vasculares do Musculo Liso



LISTA DE SIMBOLOS

a- Alfa

B- Beta

o- Delta

&- Epsilon

Y- Gama

- Zeta

0- Teta

a'- Alfa 1l

- Alfa 2

v oal- Pseudogene Alfa 1
v o?- Pseudogene Alfa 2
v B- Pseudogene Beta
vy (- Pseudogene Zeta
A Gama Adenina
vC- Gama Glicina

0, - Oxigénio

—CH=-  Radicais Metanilicos
Fe™ - Ferro Divalente
ug - Micrograma

pl - Microlitro

uM - Micromolar



SUMARIO

(O [N 2T0] 51U 07X TR 12
AN O 0 P W g (o Tox | =T T USSR 12
1.2, ATHEMOGIODING ...t 14
1.3. HEMOQIODINOPALIAS ......ccivieieiiieiece ettt nas 17
1.4, ANemMia FalCITOMME ......cooiiii et 18
1.5, TalASSEIMIAS. ... .ecveeitie ettt ettt e et e s e et e e st e e te e sae e et e e ebeeebeesaeearaennnas 22
1.5. 1. AIa TalaSSEMIA .....ccueiiiiciicieccie ettt esneeeas 23
1.5.2. Beta TalaSSEMIA.......cciuiiiiiiieiiiie sttt et reenre e e sneenas 26
1.5.2.1. Beta Talassemia MENOK .........cccviiuieiie et 28
1.5.2.2. Beta Talassemia Maior ...........c.cocveuiiieieeie e 29
1.5.2.3. Beta Talassemia INtermediaria ............ccceevveieeireiicieseece e 30

1.6. Anemias Hemoliticas e Estresse OXidatiVO........cccoveivevieiieiieiece e 31
1.7. Defesas Celulares contra 0 Estresse OXidatiVO .........cccevveierieniiinnin e 41
1.7.1. AntioXidantes ENZIMALICOS ........c.coveiuieieiiciie et 41
1.7.1.1. SUPErOXidO DISIMULASE ......c.eiveeeieriiieieiirie ettt 41

N B O L | - TSSOSO 42
1.7.1.3. Glutationa PeroXidase. ........c.ccveiieieiieiie e 43
1.7.1.4. PErOXITEUOXINGS ... ..ecivieiireeieeitee et e st ettt e ste e st e se et e s e e sba e s beesbeeeneesanesbeesneas 43

1.8. Relevancia Bioldgica das PeroXirredOXiNas ..........ccoerveererieieneseresesesieeseseesesesee e 47
1.8.1. Sinalizacdo Celular Mediada por HidroperoXidos ...........ccceveveeveevieiieseeie s 48
1.8.2. Prevencdo do Desenvolvimento de TUMOIES .......ccovveiiierinieninieee e 50
1.8.3. Peroxirredoxinas, Inflamacéo e Imunidade...........ccooeveeieeiciin i 51

2. JUSTIFICATIVA ..ottt te e s re e re e tesneeanas 53
. OBIETIVOS ...ttt ettt b et et be et e e b e e be et ere e ere e 55
3.1, ODJEIIVO GEIAL ...t 55
3.2. ODjetiVOS ESPECITICOS ....ocvviiveeiiieie ettt ettt et ere e 55
4. MATERIAIS E METODOS.......eoeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 56
4.1, PACIENTES € COMIOIES. ... uviiiiiiiie ittt e be e ae e ae e e e e sreeere e 56
4.2. ASPECtOS ELICOS A PESUUISA. ... .ecuveveeeierieiteeieeee st et e st et ste e ste e s e sbe e sreesreenne s 56
4.3. SeparaGao de RELICUIOCITOS ... ...cveviiiieriiiie st 56

4.4, EXIraCh0 08 RINA ... ..ot bbbttt r e bbbt 58



4.5. Sintese de DNA complementar (CDNA) .....ocviiiiieii e 60

4.6. Reacdo de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) ......cccovvvevviieiieiece e, 61
4.7. PadronizagOes para o PCR quantitativo em tempo real...........c.ccoovveiiieiiiniiineen 62
4.7.1. CoNCENLragan A& PIIMEK ....ocviieieie ettt 62
4.7. 2. EfICIENCIA 08 REAGAD ....cveevveciieie et 65
4.8. Andlise dos niveis de Espécies Reativas de OXigénio (EROS) .......cccccevervrvieresinnnnnn. 67
4.8. 1. Separacao de Células Vermelhas...........cccocevveiiieiieesi e 67
4.8.2. Determinacéo do conteudo de EROS NOS EritrOCItOS .......c.ccveviveieieeiieiie e 67
4.9. WESTEIN DIOTEING ..o st 68
4.9.1. Extracao e quantificacao de Proteinas .........ccccevveveriieiieie i 68
4.9.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS............ccccoovviiiiiiiiecic e 68
4.10. Cultura de CEIUIAS CD34™ ...ttt 70
4,11, ANALISE ESTALISTICA .. .evivisieeieeiieiieie ettt b e 71
5. RESULTADOS ...ttt bbb bbb et et nte st e nbesbeene e 72
5.1. Comparacéo dos niveis de Espécies Reativas de OXigenio..........cccevvrerereeienerinrenennn. 72
5.2. Caracteristicas dos grupos analiSados ............ccceiveriiieiieie e 73
5.3. Analise da expressao génica da familia de peroxirredoxinas em reticuldcitos de
individuos sadios e com anemias hemMOITICAS .........ccevvevieieiiii i 76
5.4. Analise proteica das peroxirredoxinas no lisado celular de individuos sadios e com
ANEMIAS NEBMOITTICAS.......eviiecee et resreereene e 78
5.5. Analise da expressao génica das peroxirredoxinas em culturas de individuos sadios e
DELA TAIASSEIMICOS ... veeuveieieieieie ettt e s te e e e s e sreesteeneesneeneeeneenreenees 79
B. DISCUSSAD ..ottt 81
7. CONSIDERAGCOES FINAIS .....oovieveeeeeeeeetesteses st eses s s ssnas s s snsenens 89
8. PERSPECTIVAS FUTURAS ... ettt e e e e saa e nnae e 91
9. ATIVIDADES COMPLEMENTARES ......co ettt e e 92
9. REFERENCIAS ..ottt sttt nas st st s s s st seneens 93

ANEXOS ...ttt 94


file:///C:/Users/Karen/Documents/REVISÃO%20MESTRADO/Dissertação/Dissertação%20Final.doc%23_Toc361328285

12

1. INTRODUCAO

1.1. A Célula Eritrocitaria

A eritropoese € um processo regulado precisamente, no qual células tronco
hematopoéticas diferenciam-se em células progenitoras eritrdides pelo estimulo do
horménio eritropoetina (EPO). Em seres humanos adultos o processo ocorre na medula
Ossea, durante a vida intra-uterina a hematopoiese primitiva ocorre inicialmente no saco
vitelino. Ap6s o primeiro més gestacdo, o figado passa a ser o principal local de
hematopoese no periodo fetal. O baco também produz células sanguineas nesse periodo. A
partir do quarto més intra-uterino tem inicio a hematopoese medular, que aumenta a medida
que a producdo hepética diminui. Apos 0 nascimento, a produgdo comeca a ser mais
especifica, sendo produzida nos o0ssos longos e medula Ossea na fase da infancia e
restringindo-se apenas a medula ao final deste periodo, sendo, portanto o Unico local de
formagdo de células hematoldgicas durante todo o resto da vida do individuo (figura 1)
(BONDURANT e KOURY, 1999; DESSYPRIS, 1999; DA CUNHA et al., 2012).

Fetal Adulto

Saco Vitelino Esqueleto Axial

Bagoe

’ Ossos Longos
Figado

Hematopoese

1 83 5§ 7 9} 10 20 30 40 50 60

Meses Anos

Figura 1. Locais de hematopoese durante o desenvolvimento humano. Durante as primeiras semanas de
desenvolvimento a hematopoiese ocorre no saco vitelino, apds o primeiro més de gestagdo passa a acontecer
no figado e no baco e a partir do quarto més de vida intra-uterina nos 0ssos longos. Ap6s 0 nascimento e
durante a vida adulta o local de hematopoese é a medula dssea do esqueleto axial (Figura extraida de DA
CUNHA et al., 2012).
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In vitro, apds o estimulo da eritropoetina, as células passam por varias modificacGes
que levam a formacdo dos eritrocitos. A primeira etapa se inicia quando a unidade
formadora de crescimento rapido- eritrdide (BFU- E — burst- forming unit- erythroid) da
origem a unidade formadora de colbnia- eritréide (CFU- E — colony- forming units —
erythroid), que se diferencia na primeira célula morfologicamente identificdvel como sendo
da linhagem eritroide, o proeritroblasto, o qual passara por sucessivas modificacfes que
levam a célula a diferenciar-se em eritroblasto basofilo, eritroblasto policromatéfilo e
eritroblasto ortocromatico. Nesta fase, 0 nucleo torna- se picnoético e é extrudido da célula
formando o reticuldcito, que é uma célula anucleada, aproximadamente 20% maior que 0s
eritrécitos maduros e que ainda contém residuos de organelas no citoplasma como o
reticulo endoplasmatico, mitocondrias e ribossomos com RNA mensageiro. Sendo assim, o
reticuldcito ainda possui alguma capacidade de sintese proteica; cerca de 10 a 20% da
sintese de hemoglobina completa-se nesta fase. Além disso, por apresentar mitocondrias
também tem certa capacidade de respiracdo aerdbica. Os reticulécitos sdo liberados na
circulacédo e se desenvolvem em eritrocitos maduros dentro de dois dias (figura 2) (ZAGO;
FALCAO; PASQUINI, 2005; HOFFMAN et al., 2008; TSIFTSOGLOU; VIZIRIANAKIS;
STROUBOULLIS, 2009; DA CUNHA et al., 2012).

EPO Desenvolvimento Celular

A J

Proeritroblasto Eritroblasto Eritroblasto Eritroblasto Reticuldcito Eritrocito
Basofilico Policromatico Ortocromatico/
Aciddfilo

Figura 2. Alteragdes morfoldgicas durante a eritropoiese em seres humanos. Apds o estimulo da EPO a
célula eritréide sofre varias alteracBes morfoldgicas que levam a formacéo de eritrdcitos maduros. Para mais
detalhes ver o texto. Figura extraida de DA CUNHA et al., 2012.
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Em condic¢Oes normais, o tempo de vida dos eritrdcitos é de aproximadamente 120
dias. ApOs este periodo, os eritrocitos sofrem varias alteracbes morfoldgicas, causadas
principalmente pela reducdo de sua atividade metabdlica e pela oxidacdo da hemoglobina
(GHAFFARI, 2008). Estas alteracbes sdo reconhecidas pelo sistema mononuclear
fagocitario que removem as células da circulacdo sanguinea & medida que a maioria dos
componentes celulares sdo reciclados e utilizados para a producdo de novas células. O
sistema mononuclear fagocitario é constituido por células fagociticas (macrofagos e
monacitos) presentes no figado e no bagco que sdo os principais responsaveis pela remocéo
dos eritrécitos da circulagdo. O aumento acelerado da destruicdo dos eritrocitos é a
caracteristica mais importante encontrada em vérias doengas hemoliticas como a anemia
falciforme e as talassemias, que mais adiante serdo discutidas em detalhes (TELEN e
KAUFMAN, 1999; HOFFMAN et al., 2008).

1.2. A Hemoglobina

A principal funcdo dos eritrocitos é o transporte de oxigénio do pulmdo para os
tecidos e de dioxido de carbono dos tecidos para o pulméo. Esta funcdo é desempenhada
pela molécula de hemoglobina (Hb), uma proteina tetramérica que constitui 95% das
proteinas totais dos eritrocitos. A hemoglobina possui estrutura globular e quaternéria
formada por quatro cadeias polipeptidicas, ou cadeias globinicas, sendo duas do tipo alfa
(o) e duas do tipo beta (B), cada uma delas associada a um grupo prostético heme, formado
por quatro nucleos pirrdlicos, unidos entre si por radicais metanilicos (-CH=), contendo um
atomo de ferro divalente (Fe*™) capaz de se ligar de modo reversivel & molécula de oxigénio
(Oy) (figura 3) (PERUTZ et al., 1960; STEINBERG e BRUGNARA, 2003).
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Figura 3. Representacdo da estrutura da molécula de hemoglobina adulta Al. A hemoglobina é formada
por quatro cadeias polipeptidicas, duas do tipo alfa e duas do tipo beta, cada uma delas associada a um
grupamento heme, contendo um atomo de ferro ao qual se liga o oxigénio de modo reversivel. (Disponivel

em: http://www.baileybio.com/plogger/?level=picture&id=490).

A sintese das cadeias globinicas é controlada por genes distintos, localizados em
dois grupamentos cromossémicos diferentes, a ¢ f. O grupamento a esta situado no brago
curto do cromossomo 16 (16p13.3) em uma regido aproximadamente de 25 Kb (ORKIN;
ANTONARAKIS; KAZAZIAN, 1983; HONIG e ADAMS Il1, 1986), e possui um gene
zeta embrionario ({2), os pseudogenes psi zeta (y(1), psi alfa 2 (yo2), psialfa 1 (yal), dois
genes alfa (al e a2, que ndo apresentam diferencas em sua regido codificante) e um gene
teta (0) de funcdo indeterminada, arranjados no sentido 5° — 3’, na mesma ordem em que
sdo expressos durante o desenvolvimento ontogenético (WEATHERALL, 2001; HIGGS,
2008). Pseudogenes sdo genes que apresentam sequéncias homdlogas aos genes estruturais
ativos, entretanto, contém mutacOes que inibem sua expressdo (figura 4) (BONINI-
DOMINGOS, 2006).

O grupamento B estd localizado no brago curto do cromossomo 11 (11p15.5) numa
regido de aproximadamente 50 Kb, e é composto pelo gene embrionario épsilon (g), pelos
genes gama-alanina (y") e gama-glicina (y®) (que variam apenas em glicina ou alanina na

posicdo 136) e sdo caracteristicos do periodo fetal, pelo pseudogene beta (yf) e pelos genes


http://www.baileybio.com/plogger/?level=picture&id=490
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delta () e beta (B) que sdo ativados apenas no final do periodo fetal e se expressam
completamente ap6s pds-nascimento, estes genes estdo dispostos no cromossomo também
na ordem em que sdo expressos (figura 4) (ANTONARAKIS; KAZAZIA JUNIOR;
ORKIN, 1985; GROSVELD; DILLON; HIGGS, 1993; SCHECHTER, 2008).

No decorrer do desenvolvimento ontogenético normal, ocorrem mudancas na
expressdo desses genes, que sdo 0s responsaveis pelos diferentes tipos de hemoglobinas
humanas (DZIERZAK, 2001). O primeiro tetramero de hemoglobina, predominante nas
quatro semanas iniciais do periodo embrionario, € composto por duas cadeias zeta e duas
cadeias épsilon ((z¢,) que formam a Hb Gower 1. Apo6s esse periodo, as cadeias alfa e gama
comegam a ser sintetizadas, formando as hemoglobinas Gower 2 (a2¢2) € Portland ({2y2),
presentes até a décima segunda semana do periodo embrionario, estas sdo substituidas pela
hemoglobina Fetal (ayy,), a mais importante Hb da vida intra-uterina, que predomina
aproximadamente até a trigésima semana de gestacdo, quando ocorre 0 aumento da sintese
das cadeias de globina B que progressivamente substitui as cadeias y formando a
hemoglobina do adulto, a hemoglobina A; (02B2) que aumenta gradativamente até que, no
sexto més de vida pos-natal, constitui aproximadamente 97% do conteudo de hemoglobina.
H& também outra hemoglobina encontrada no adulto normal formada pela combinacgéo das
globinas a e & denominada hemoglobina A; (0,0,), representando 2— 3% da hemoglobina
total. A sintese de hemoglobina fetal pode ndo cessar totalmente e seu nivel se mantém
entre 0 — 1% (figura 4) (WEATHERALL e CLEGG, 1981; ANTONARAKIS; KAZAZIA
JUNIOR; ORKIN, 1985; HONIG e ADAMS III, 1986; MIGLIACCIO e
PAPAYANNOPOULOU, 2001; STEINBERG, 2005). O fenbmeno de troca das cadeias
globinicas ¢ conhecido como “switching” e envolve mecanismos de ativagéo e inativagao,
qgue incluem interacGes de fatores de transcricdo em estdgios especificos, sitios
hipersensiveis a DNAse | (HS-40) no grupamento de genes a, a regido controladora do
locus (LCR) no grupo de genes P, sequéncias cis que regulam positiva ou negativamente a
transcricdo e os fatores de transcricdo eritréides ou ndo-eritroides também podem estar
envolvidos (NAGEL e STEINBERG, 2001; STAMATOYANNOPOULOS, 2005; BANK,
2006; RIBEIRO et al., 2009).
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Figura 4. Grupamento dos genes de a e B globina e a producgdo de diferentes hemoglobinas durante o
desenvolvimento humano. Os genes responsaveis pela sintese das cadeias globinicas estdo organizados em
dois grupamentos génicos localizados em cromossomos diferentes. O grupamento a localiza- se no brago
curto do cromossomo 16, é constituido pelos genes (2, al, a2 e 6 e pelos pseudogenes (1, yo2, wal. O
grupamento P esta situado no brago curto do cromossomo 11, e possui os genes €, y** e v (que variam na
posi¢do 136 em apenas uma guanina ou alanina), pelo e pelos genes delta 6 e B e o pseudogene . Durante o
desenvolvimento ontogenético, ocorrem mudancas na expressao desses genes, formando os diferentes tipos de
hemoglobinas humanas. Os mecanismos envolvidos na troca das cadeias globinicas incluem sitios

hipersensiveis & DNAse | (HS-40) no grupamento a e a regido controladora do locus (LCR) no grupo de
genes P (figura adaptada de WEATHERALL, 2001a).

1.3. Hemoglobinopatias

MutacgOes que alteram a expressdo dos genes da hemoglobina normal resultam em
hemoglobinopatias, as quais representam as formas mais comuns de anemia hemolitica
hereditéria. Estas alteracdes sdo um grupo heterogénio de doencas genéticas, que de modo

geral, podem ser divididas em trés grupos: variantes estruturais (alteram a estrutura da
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proteina sem afetar sua taxa de sintese) e alteracBes no ritmo de sintese, com a supressao
parcial ou total da producdo de uma ou mais cadeias globinicas, 0 que resulta em menor
sobrevida das hemécias e consequente anemia cronica, ou ainda, uma anomalia que se
caracteriza pela persisténcia na producdo de cadeias y durante a vida adulta, chamada de
Persisténcia Hereditaria de Hemoglobina Fetal (PHHF) (grupo de condi¢des clinicamente
benignas) (BUNN e FORGET, 1986; BERTHOLO e MOREIRA, 2006; WATANABE,
2007; SONATI e COSTA, 2008).

As hemoglobinopatias hereditarias sdo um grupo de alteragdes autossdmicas e
monogénicas comumente encontradas no mundo, com aproximadamente 1.423 diferentes
alelos mutantes caracterizados em nivel molecular, a maior parte ndo possui fendtipos com
manifestacdes clinicas. Dentre os mutantes que apresentam fisiopatologia, os efeitos sdo
bastante varidveis e dependem do tipo de heranca (homozigota ou heterozigota), assim
como das interaches genéticas e ambientais, com manifestagdes que variam de
imperceptiveis até letais (LEONELI et al., 2000; OLD, 2007; HUISMAN et al., 2010).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estimam que aproximadamente
7% da populacdo mundial seja portadora dos diferentes disturbios hereditarios da
hemoglobina, ou seja, cerca de 270 milhdes de individuos. Com base nestes dados, estima-
se que aproximadamente meio milhdo de criangas nasgam por ano com algum tipo de
alteracdo nas cadeias globinicas (WEATHERALL e CLEGG, 2001b). Do ponto de vista
clinico, as principais sdo as doencas falciformes (DF) e as talassemias, que afetam
populagbes com origens no continente africano, regido mediterranea, sudoeste asiatico,
oriente médio e extremo oriente (KHATTAB; RAWLINGS, ALI, 2006; SONATI e
COSTA, 2008).

1.4. Anemia Falciforme

A anemia falciforme € uma das desordens hematoldgicas herdadas mais comumente
em todo o mundo e atinge expressiva parcela da populacdo em diferentes paises. Estudos
antropogenéticos sugerem que esta patologia surgiu ha aproximadamente 50 a 100 mil anos
no centro-oeste africano, india e leste asiatico (EDELSTEIN, 1986). A anemia falciforme é

distarbio genético hereditario, autossdmico recessivo, que causa malformacdo das
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hemacias, que assumem forma de foice. Esta doenca ocorre devido a substituicdo de uma
Unica base nitrogenada no codon 6 do gene de beta globina, onde uma adenina (A) é
substituida por uma timina (GAG—GTG), resultando na substituicdo do acido glutamico
pela valina. Esta substituicdo provoca modificacbes estruturais na molécula de
hemoglobina, culminando no surgimento de uma hemoglobina andmala, denominada
hemoglobina S (HbS) (SERJEANT e SERJEANT, 2001; STEINBERG et al., 2001).

A hemoglobina S (0/p%) tem propriedades fisico-quimicas diferentes da
hemoglobina normal devido a perda de duas cargas elétricas por molécula de hemoglobina
(em razéo da perda do acido glutdmico). Adicionalmente, a hemoglobina mutante também
apresenta diferente estabilidade e solubilidade, demonstrando uma forte tendéncia a
polimerizacdo quando na sua forma de desoxiemoglobina, que resulta em alteracGes na
estrutura da hemécia, levando a deformacdo e o enrijecimento da membrana celular, que
serdo responsaveis pela oclusdo vascular e a lesdo tecidual que representam os principais
eventos da doenca ligados as manifestagdes clinicas do paciente acometido (figura 5)
(DEAN e SCHECHTER, 1978; BUNN e FORGET, 1986; ROSSE et al., 2000).

Em condicdes de baixa tensdo de oxigénio, a hemoglobina S tem sua conformacéo
molecular modificada devido a presenca da valina, que interage com o receptor fenilalanina
(B-85) e leucina (B-88) na molécula de hemoglobina S adjacente. Esta interacdo de caréater
hidrofobico leva a formacdo de polimeros compostos por 14 fibras de desoxiemoglobinas,
enoveladas entre si, em um processo chamado de nucleacdo, que evolui com o alongamento
e alinhamento de mais fibras, gerando uma estrutura multipolimérica, na forma de um eixo
axial no interior da célula, com isso os eritrdcitos perdem sua forma bicéncava e assumem a
forma de foice (figura 5) (BUNN, 1997; GALIZA NETO e PITOMBEIRA, 2003).
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Figura 5. Fisiopatologia da anemia falciforme. A substitui¢do do &cido glutdmico por um residuo de valina
no cddon 6 do gene de beta globina resulta no surgimento de uma hemoglobina andémala, denominada HbS,
que quando desoxigenada tem sua conformacdo molecular modificada devido & presenca da valina, que
interage com o receptor fenilalanina (B-85) e leucina (B-88) na molécula de hemoglobina S adjacente,
formando polimeros no interior das hemécias que assumem forma de foice. Os eritrocitos falcizados aderem
facilmente ao endotélio causando oclusdo vascular e a lesdo tecidual que representam os principais eventos da

doenga ligados as manifestages clinicas da anemia falciforme (figura adaptada de ODIEVRE et al., 2011).

O fendmeno vaso-oclusivo é a principal causa de morbidade nos individuos com
anemia falciforme. A vaso-oclusdo ocorre principalmente nos 6rgdos com circulacdo
sinuosa, onde o fluxo de sangue é mais lento, a tensdo de oxigénio é baixa ou ainda,
naqueles 6rgdaos onde ha um suprimento sanguineo arterial terminal limitado. A hipdxia
causada pela obstrucao vascular leva a infartos teciduais, crises algicas ou danos teciduais
crénicos (LABIE e ELION, 1999).

A vaso-oclusdo, especialmente em vasos pequenos, € 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 tordcica aguda; sequestro esplénico; priapismo; necrose
asséptica de fémur; retinopatia; insuficiéncia renal crbnica; autoesplenectomia; acidente
vascular cerebral, entre outros (BALLAS e MOHANDAS, 1996). Alguns fatores estdo
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associados a gravidade e evolucdo clinica dos pacientes com anemia falciforme, entre eles
destacam- se os niveis de Hb fetal (HbF), o haplétipo ligado ao grupo de genes da globina
B° e a coexisténcia com a a talassemia (STEINBERG et al., 2001).

Os niveis de HbF sdo importantes moduladores clinicos da anemia falciforme e
estdo inversamente relacionados com a gravidade clinica da doenca. A HbF inibe a
polimerizacdo da hemoglobina e, consequentemente, a falcizagéo dos eritrdcitos, reduzindo
os sintomas da doenca (SERJEANT e SERJEANT, 2001).

Os haploétipos do grupamento B também estdo associados com a evolucéo clinica da
doenca e sdo compostos pela presenca de sitios sensiveis a endonucleases de restri¢do
distribuidos ao longo dos genes de beta globina. S&o classificados em cinco tipos de acordo
com a origem e area geografica onde sdo predominantes. O haplétipo Benin (Ben)
originado na costa oeste Africana alcanca o norte da Africa (Argélia e Tunisia), oeste da
Arébia e sul da Europa (Portugal, Silicia e Grécia). O Bantu ou Republica Centro Africana
(CAR) foi identificado na Africa Oriental e Centro Sul. Os haplé6tipos Senegal (Sen) e
Camardes (Cam) estdo associados & Africa Atlantico Ocidental e a Costa Ocidental
Africana, respectivamente. O hapl6tipo Arabe (asiatico) ocorre na india e leste da Arébia,
por isso é chamado também de halétipo Indo-Arabe (figura 6) (NAGEL, 1984; SUTTON;
BOUHASSI; NAGEL, 1989; Zago; SILVA JUNIOR; FRANCO, 1999).

Os haplotipos tém importante papel na regulacdo da sintese da Hb Fetal, na relacédo
entre a concentracdo de HbS e HbF no adulto e na taxa de reducdo da HbF durante a
infancia. O haplétipo Ben apresenta niveis médios de HbF e curso clinico moderado da
doenca. O CAR, mostra niveis diminuidos de HbF e quadro clinico mais grave e 0s
haplétipos Sen e Indo-Arabe, estdo associados a niveis elevados de HbF e curso clinico
menos grave da doenca (NAGEL, 1984; POWARS, 1991; RAHGOZAR et al., 2000).
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Figura 6. Diferentes hapl6tipos encontrados em associagdo com a anemia falciforme. Utilizando
diferentes enzimas de restrigdo, varios hapldtipos podem ser encontrados ao longo dos genes de beta globina.
S&o classificados em cinco tipos de acordo com a origem e area geografica onde sdo predominantes e estdo
associados com a evolucéo clinica da doenca, visto que, tém importante papel na regulagéo da sintese da Hb
Fetal, na relacdo entre a concentragdo de HbS e HbF no adulto e na taxa de reducdo da HbF durante a
infancia. O sinal + indica susceptibilidade a acdo da enzima, enquanto o sinal de — indica resisténcia a
digestéo por endonuclease (figura adaptada de GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003).

1.5. Talassemias

O termo talassemia foi usado pela primeira vez para designar uma anemia
frequentemente encontrada em individuos italianos, das costas gregas e ilhas proximas.
Hoje, o termo é usado para se referir a defeitos hereditarios na biossintese das cadeias de
globina (HOFFMAN et al., 2008; CAO e GALANELLO, 2010).

As talassemias sdo um grupo de doencas hereditarias caracterizadas por alteragdes
na sintese de uma ou mais subunidades das cadeias de globina com consequente producao

deficiente de hemoglobina. As caracteristicas clinicas associadas a talassemia ocorrem




23

devido a producdo desequilibrada de globina, o que leva a eritropoiese ineficaz e
consequente anemia hemolitica. Individuos talassémicos podem ser assintomaticos ou
apresentar manifestagdes clinicas que podem variar de uma anemia hipocrdmica e
microcitica até alteracdes que se tornam incompativeis com a vida (THEIN, 1998).

As talassemias sdo classificadas de acordo com a cadeia de globina cuja sintese é
afetada em: talassemias a, B, 8, v € 8B, sendo as talassemias o € B as mais frequentes de maior
importancia clinica. Portanto, as cadeias de o globina estdo ausentes ou diminuidas em
pacientes com o-talassemia, e a produgdo de P globina esta alterada em individuos beta
talassémicos, 0 mesmo ocorre em outros tipos de talassemias. Esta classificagdo também é
importante para subdividir os pacientes de acordo com o nivel de producdo de cada cadeia
de globina, que pode ser reduzida (por exemplo, talassemia o ou B*) ou ausente (por
exemplo, talassemia o ou B°) (HOFFMAN et al., 2008).

A anemia falciforme associada com a a- talassemia promove manifestacdes clinicas
mais brandas, uma vez que, a redugdo na disponibilidade de cadeias o diminui sua
incorporacdo nas moléculas HbS, levando a uma diminuicdo de sua concentra¢do. Os
pacientes apresentam reducdo da hemdlise, quantidades maiores de Hb, aumento da
expectativa de vida, hemacias mais hidratadas e mais deformaveis em comparacdo a
individuos ndo talassémicos (STEINBERG, 2005; SONATI e COSTA, 2008).

1.5.1. Alfa Talassemia

A alfa talassemia é uma desordem hereditaria de distribuicdo mundial causada pela
deficiéncia total ou parcial na sintese das cadeias de alfa da hemoglobina, que resulta em
comprometimento do processo de hemoglobinizagdo, gerando eritrdcitos hipocrémicos e
microciticos e a formagdo de hemoglobinas andmalas formadas pelos tetrdmeros das
cadeias cuja sintese esta preservada (B4 e v4) (BUNN E FORGET, 1986).

Visto que, existem dois genes alfa por genoma hapléide, totalizando quatro numa
célula diploide normal (ao/aq), as talassemias alfa sio classificadas em o (-0) e o (--), de
acordo com o numero de genes acometidos no cromossomo, levando a redugéo parcial ou
total da sintese de cadeias o (HIGGS, 1993; KATTAMIS et al., 1996). Esta patologia tem

como principal mecanismo molecular a delecdo de um ou mais genes que sintetizam as
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cadeias o (FORGET e PEARSON, 1995; WEATHERALL e CLEGG, 1999). A talassemia o°
é resultado de grandes delecBes que removem total ou parcialmente o grupamento génico
alfa e/ou seu elemento regulatério (HS 40), fazendo com que 0S genes a nao sejam
expressos (KATTAMIS et al., 1996; WEATHERALL e CLEGG, 2001b).

Os portadores sdo classificados de acordo com o nimero de genes afetados, quando
um gene é afetado é denominado trago talassémico o’ heterozigoto (-o/aa) ou portador
silencioso, resultando em uma talassemia praticamente assintomatica, com alteragdes
laboratoriais minimas ou ausentes. O acometimento de dois genes corresponde ao traco
talassémico a” homozigoto (-o/-a), com perda de um gene alfa em cada cromossomo e ao
traco talassémico o° heterozigoto (--/ac), referente a perda de dois genes alfa no mesmo
cromossomo. Os individuos acometidos apresentam anemia, hemacias hipocrémicas e
microciticas e a presenca de Hb Bart's (ys) ao nascimento (5% a 10%) (figura 7)
(CANCADO, 2006).

O¢ o (--/-a), com delecdo de trés genes alfa causa a doenga

A interagdo das formas o
da Hb H, que é caracterizada pela presenca de tetrameros de beta globina (B4), que se
encontram em excesso, sao instaveis e suscetiveis a oxidagdo, precipitando na hemécia
causando destruicdo precoce dos eritrocitos, devido a diminuicdo da meia vida dessas
células, e aumentando o nivel de apoptose (CHENG et al., 2005; RIBEIRO et al., 2008). Os
pacientes acometidos com esta forma da doenca tem 25% a 50% de Hb Bart's ao
nascimento e 5% a 30% de HbH na vida adulta. O quadro clinico e laboratorial apresenta
anemia, microcitose, hipocromia, hemacias policromatéfilas e hemacias em alvo, ictericia e
esplenomegalia. A forma mais grave da doenca é a homozigose da talassemia o° (--/--) que
afeta os quatro genes da alfa globina causando a sindrome da hidropisia fetal com Hb Bart’s
(v4) a qual € letal, com morte intra-uterina ou logo apds o nascimento (figura 7) (CANCADO,

2006).
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Figura7. Representagdo diagramatica das delecbes génicas na alfa talassemia. Em um genoma dipléide

normal existem quatro genes alfa (ao/aa), sendo as a talassemias classificadas de acordo com o nimero de

genes acometidos, em a* (-a) e o (-) o que leva a redugio parcial ou total da sintese de cadeias a. Os

portadores classificam- se de acordo com o nimero de genes afetados: um gene ¢ afetado é denominado trago

talassémico a” heterozigoto (-o/o0), dois genes acometidos corresponde ao trago talassémico o homozigoto

(-o/-a), com perda de um gene alfa em cada cromossomo e ao traco talassémico a° heterozigoto (--/oa),

referente & perda de dois genes alfa no mesmo cromossomo. A delecdo de trés genes alfa corresponde a

interacdo o’ e a* (--/-0)) causando a doenga da Hb H, caracterizada pela presenca de tetrimeros de beta globina

(B4), quando quatro genes sio afetados ocorre a homozigose da talassemia o’ (--/--), a qual é a forma mais

grave da doenca causando a sindrome da hidropisia fetal com HbBart’s (y4) que é letal, com morte intra-

uterina ou logo apos o nascimento (figura adaptada de SINGER, 2009).
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1.5.2. Beta Talassemia

A beta talassemia € uma doenca hematoldgica de carater hereditario que resulta de
uma alteracdo quantitativa da sintese de beta globinas, sendo classificadas como
talassemias beta zero (ou talassemia $°) quando a sintese de globinas beta esta ausente, e
talassemias beta mais (ou talassemia p*) quando ha reducdo na taxa de sintese, levando a
menor producdo de hemoglobina, originando uma anemia de graus variados, de
caracteristica microcitica e hipocrémica (WEATHERALL, 2006).

Atualmente, mais de 200 mutagdes foram descritas como associada a esta doenca. A
delecdo total do gene de beta globina raramente é observada em beta talassémicos, sendo a
maioria das mutacdes causadas por substituicdes, delecdes ou insercdes de nucleotideos nos
exons, introns ¢ regides promotoras dos genes P. As mutacOes podem ser divididas
naquelas que afetam a transcricdo de RNAmM (mutacdes na regido promotora), aquelas que
atingem o processamento do RNAm (mutacdes nas regides de splicing e recombinagdes
deficientes) e aquelas que afetam a traducdo (codon de terminacdo) (CAO e
GALANELLO, 2010). Além disso, outras mutaces podem alterar o sinal de
poliadenilacdo, dificultando a adicdo da cauda de poli (A) a0 RNAmM, que se torna mais
instavel (tabela 1) (HOFFMAN et al., 2008).
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Tabela 1. Exemplos das mutagdes de ponto mais frequentes que causam talassemias, segundo sua
localizagdo na molécula, o defeito funcional que provocam e o resultado sobre a sintese de globinas

(Extraido de ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2005)

Defeito

| Tipo de Talassemia

MRNA ndo- funcional

1.Cb6don de Término Prematuro
CD 15 G—A, CD 17 A—T, CD 35 C—A, CD 39 C—T, CD 43 G—T, CD 121 A—T p°
2.Pequena Delecdo com Deslocamento de Bases (frameshift)
CD5-CT, CD6-C, CD8/9+G, CD16-C, CD35-C, CD41/42 -TTCT, CD 76 -C, BO
CD 109/110 1nt del
3.Mutacao do Codon de Inicio ATG
ATG—AGG, ATG>ACG i
Processamento Anormal do RNA
1.Mutagcbes Internas nos Introns
IVS-1 nt 110 G—A, IVS-2 nt 705 T—G, 1VS-2 745 C—G B+
1VS-1 nt 116 T—G, IVS-2 nt 654 C—T
2.Ativacao de Sitios Cripticos de Splicing .
CD 19 A—G, CD 26 G—A, CD 27 C—-T B"
3.Mutacdes nos Limites Exon- Intron
IVS-1nt1 G—A, IVS-1ntl G—T, IVS-1nt2T—G, IVS-2 nt 849 A—G, IVS-2 nt i
849 A—C

B+
IVS-1nt5 C—G, IVS-1nt5G—T, IVS-1nt 128 T—G, 1VS-2 nt 843 TG
4.Reducdo da Transcri¢cdo do mRNA (mutagdes na regido promotora) B
-101 C—T, -92 C—T, -88 C—T, -31 A—>G, -30 T—>A, -28 A—>C
Mutagdes do Sitio de Poliadenilagdo do mRNA (AATAAA) B
AACAAA, AATAAG, AATGAA, AATAGA, A (del AATAA)
Mutagdes Estruturais (cadeias alongadas ou hiperinstaveis) B
CD 49 +TG (Hb Agnana), CD 110 TC (Hb Showa- Yakushiji), CD 114 -CT +G (Hb
Genebra)

* Nestes casos, a muta¢do na regido codificadora determina a troca de um amino&cido na cadeia e a
sintese de hemoglobinas com estrutura anormal (denominadas, respectivamente, Hb Malay, HbE e Hb
Knossos), e devido ao defeito no processamento, a hemoglobina mutante é produzida em ritmo reduzido

A talassemia B tem maior prevaléncia em populacdes originarias da Regido

Mediterranea e do Sudeste Asiatico. No Brasil, a frequéncia de portadores na populagédo

caucasiana ¢ de aproximadamente 1%, sendo os alelos p° 39 (C—T), B*-IVS-1-6 (T—C), p+-

IVS-1-110 (G—A) e p%-IVS-I-1 (G—A) responsaveis por quase todos 0s casos nas Regides Sul

e Sudeste; na Regido Nordeste, além destes, o alelo B*-IVSI-5 (G—C) representa 9,3% dos
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alelos encontrados em B-talassémicos. A mutagdo p° CD39 apresenta frequéncia de 50 a 60%
no Sudeste brasileiro, ndo chegando a 5% no Nordeste, sendo a B*-IVS-1-6 predominante nesta
populacdo (ARAUJO et al., 2003; WENNING e SONATI, 2007; SONATI e COSTA, 2008).

Clinicamente, as talassemias sdo classificadas em menor ou trago talassémico [
(geralmente os individuos sdo assintomaticos); maior ou anemia de Cooley (anemia grave, com
dependéncia de transfusdes sanguineas regulares) e intermediaria (formada pelos fenotipos
clinicos intermediarios entre o traco talassémico e a talassemia maior) (SONATI e COSTA,
2008).

1.5.2.1. Beta Talassemia Menor

A beta talassemia menor se caracteriza pela heterozigose das formas BO ou B*, na
qual a reducdo da sintese de beta globina ndo é bastante acentuada, mas o suficiente para
causar discreta anemia microcitica e hipocrémica. Os individuos acometidos normalmente
sdo assintomaticos, e geralmente ndo necessitam de tratamento, entretanto os portadores
podem apresentar anemia em algumas situaces como na infancia, gravidez e estresse
fisiologico. As manifestacdes clinicas, quando presentes, variam entre os diferentes grupos
raciais, tais como astenia, cansaco e esplenomegalia. A importancia do diagnostico esta
relacionada a necessidade de aconselhamento genético e a prevencdo da administracdo
errbnea de compostos de ferro aos portadores (BANK, 2005; ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2005; HUISMAN et al., 2001; SONATI e COSTA, 2008).

Os achados laboratoriais referentes a beta talassemia menor incluem aumento da
concentracdo de Hb A; (>4%-7%) em 90% dos portadores, diminuicdo da hemoglobina
corpuscular média (HCM) e do volume corpuscular médio (VCM), alteracbes na
morfologia dos eritrocitos, especialmente, microcitose e hipocromia com presenca de
esquizocitos, dacriocitos e pontilhados basofilos. A concentracdo de hemoglobina se
apresenta em torno de 9 a 11 g/dL e o nivel de Hb F pode estar elevado em
aproximadamente cinquenta por cento dos casos, geralmente de 1 a 3% e raramente mais
que 5% (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2005; WEATHERALL, 2006).
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1.5.2.2. Beta Talassemia Maior

A beta talassemia maior resulta da homozigose tanto do tipo p* quanto do Bo ou da
dupla heterozigose p*/ p°. A grave deficiéncia ou auséncia da sintese de beta globina causa
grave anemia (Hb < 6,0g/dL) em virtude da ineficiéncia da eritropoese e ao sequestro das
hemacias no bago. O desequilibrio na producao de cadeias beta faz com que as cadeias alfa
em excesso formem complexos instaveis que irdo precipitar causando destruicdo celular
prematura. Os efeitos da doenca ndo sdo notados até o sexto més de vida aproximadamente,
visto que neste periodo a hemoglobina predominante é a HbF. Apoés este periodo, a doenga
se manifesta como grave anemia (Hb entre 3-5g/dL) e ictericia. A destrui¢do precoce das
células eritréides que ocorre na medula 6ssea e na periferia estimula a proliferacdo e
maturacdo dos eritroblastos, levando a expansdo medular e consequentes deformidades
0sseas (WEATHERALL e CLEGG, 1981; MAGGIO; CARONIA; RUSSO, 2000).

Os pacientes com beta talassemia maior apresentam caquexia, fadiga, insuficiéncia
cardiaca congestiva como consequéncias diretas da anemia e, em virtude da expansdo da
eritropoese  extramedular, além das anormalidades Osseas, estes apresentam
esplenomegalia, compressdo da medula espinhal e retardo do crescimento. A hemolise
crbnica leva a litiase biliar, formacdo de Ulceras em membros inferiores e hipertensao
pulmonar. A maior parte dos acometidos precisa regularmente de transfusdes, que ao longo
dos anos resultam em sobrecarga de ferro em tecidos e 6rgaos, gerando complicacoes
cardiacas, hepéticas e enddcrinas como a pigmentacdo escura e metélica da pele, diabetes,
hipopituitarismo, hipotireoidismo, hipoparatireoidismo, hipogonadismo, cirrose, arritmias
cardiacas e miopatia, principais causas de morte, por isso a terapia de quelacdo deve ser
iniciada 0 mais cedo possivel. Adicionalmente, alguns pacientes podem portar doengas
infecciosas como complicacdes das recorrentes transfusdes (CAPPELLINI et al., 2008;
SONATI e COSTA, 2008).
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1.5.2.3. Beta Talassemia Intermediaria

O fenodtipo da beta talassemia intermediaria pode ser influenciado por diversos
fatores, entre eles a interacdo de um gene beta talassémico leve com um que causa beta
talassemia grave, a associagdo dos genotipos B° e P* e também mutacBes no gene alfa.
Individuos heterozigotos B°B* podem apresentar manifestacdes clinicas que variam de leves
a graves. Esta variacdo fenotipica acontece quando a expressdao de um gene altera a
expressao do outro gene (AESSOPOS; BERDOUKAS; TSIRONI, 2007). De modo geral, a
forma mais comum de beta talassemia intermediaria é causada por mutagdes B* (B*/p*) e as
mutacdes mais frequentes sdo -101 (C—T), -87 (C—T), -88 (C—T), -29 (A—G) e a IVS-I-
6 (T—C) (FORGET, 2001).

Clinicamente, os portadores apresentam um quadro mais favoravel quando
comparados aos individuos com beta talassemia maior. Os pacientes mostram anemia
crénica moderada com niveis de hemoglobina de 6-9 g/dL, ndo dependendo de transfusdes
regulares. Normalmente, os sintomas e 0 reconhecimento da anemia ocorrem mais tarde,
geralmente, apos o segundo ano de vida (WEATHERALL, 1990).

Os achados clinicos mais frequentes incluem as deformidades dsseas faciais, Ulceras
em membros inferiores, ictericia intermitente, episddios recorrentes de litiase biliar e
esplenomegalia progressiva. Com o avancar da idade, os acometidos podem apresentar
complicacdes em virtude da expansdo medular, dentre elas anormalidades 6sseas, retardo
no crescimento, infertilidade, sobrecarga de ferro tecidual devido ao aumento da absorcao
gastrointestinal de ferro resultante da anemia e hipercoagulabilidade. Alguns pacientes
desenvolvem hipertensdo pulmonar grave semelhante a encontrada em outras anemias
hemoliticas cronicas. Outra complicacdo importante que pode ocorrer nesta patologia € a
osteoporose. E de grande importancia a distincdo entre beta talassemia intermediéria e
maior, visto que, é ela quem determinara o tratamento ministrado (BANK, 2005; ZAGO;
FALCAO; PASQUINI, 2005; WEATHERALL, 2006; SONATI e COSTA, 2008).



31

1.6. Anemias Hemoliticas e Estresse Oxidativo

Hemdlise é a destruicdo ou remocdo dos eritrocitos da circulacdo antes da sua
duracdo normal de 120 dias e na maioria das vezes apresenta-se como anemia quando a
producdo de eritrdcitos ndo pode acompanhar o ritmo de sua destruicdo. Juntamente com a
anemia, uma caracteristica da hemdlise ¢ a reticulocitose, uma resposta normal da medula
Ossea para a perda periférica de células vermelhas do sangue (DHALIWAL; CORNETT;
TIERNEY, 2004). O estresse oxidativo é responsavel por agravar os sintomas de muitas
doencas, incluindo anemias hemoliticas. Embora ndo seja a etiologia priméaria destas
doencas, o dano oxidativo desempenha para as células eritroides um papel crucial na
hemolise devido a eritropoiese ineficaz na medula dssea e a curta sobrevivéncia das células
vermelhas na circulacdo (FIBACH e RACHMILEWITZ, 2008).

O estado oxidativo das células é determinado pelo equilibrio entre pré-oxidantes e
antioxidantes. Pro-oxidantes sdo conhecidos como espécies reativas de oxigénio (EROS).
As espécies reativas de oxigénio sdo produtos gerados pela reducdo incompleta do oxigénio
molecular durante processos metabolicos, exposicdo a agentes externos como cigarro,
radiacdo, carcindgenos, drogas e 0z06nio, e internos, como durante a resposta inflamatoria,
atividade da NADPH oxidase, xantina oxidase e da cadeia transportadora de elétrons
(MASAKI, 2010). Estes compostos participam em diversos processos celulares como
envelhecimento, proliferacdo e sinalizacdo em células sadias, entretanto quanto as EROs
excedem a capacidade antioxidante das células, estas sdo responsaveis por oxidacdes de
biomoléculas como proteinas, lipidios e DNA, causando danos a organelas celulares e
morte celular (FIBACH e RACHMILEWITZ, 2008).

EROs tais como o radical anion superoxido (O, "), peroxido de hidrogénio (H,0,) e
o radical hidroxila (OH) surgem durante o metabolismo aerébico normal (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007). A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial € a principal fonte
de ATP nas células e, portanto, € essencial para a vida. Durante a fosforilacdo oxidativa,
um pequeno nimero de elétrons "vazam", reduzindo o oxigénio molecular a O, ". Dados na
literatura apontam que cerca de 0,1 a 1% de todo o produto da cadeia transportadora de
elétrons escapam na forma de O, , o qual pode ser convertido a peréxido de hidrogénio
(H20,) por dismutacédo esponténea ou catalisada pela enzima superdxido dismutase (SOD).



32

Estas moléculas através de reagdes que envolvem metais de transicdo como as reacdes de
Fenton e Haber Weiss (descritas abaixo) podem formar “"OH que por sua vez, é altamente
reativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Vaérios processos patoldgicos estdo
associados a formacdo desequilibrada dessas moléculas (STADTMAN, 1990).

Moléculas como O, ~ que sdo carregadas e o ‘OH que é altamente reativo,
normalmente ficam confinadas no local onde sdo geradas. Neste contexto, 0 H,O,, por ndo
possuir carga e ser moderadamente reativo, transitam pelas membranas celulares e atingir
diferentes compartimentos celulares ou mesmo em células que se encontram fisicamente
proximas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Adicionalmente ao H,0O,, outros
hidroperéxidos como os hidroperoxidos de lipideo (L-OOH) e peroxinitritos (ONOO),

também possuem grande importancia biologica.

Perdxido de Hidrogénio

Apesar do H,O, ndo ser muito reativo, ele é capaz de oxidar tidis de proteinas,
promovendo a formacdo de vérios produtos, entre eles dissulfetos inespecificos entre
proteinas, que pode resultar em agregacdo e consequentemente perda da atividade. Por
outro lado, pode reagir com metais 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 reacdo de Fenton que envolve a reducdo do H,0, pelo
fon de um metal de transicdo como o Fe?* (reacdo i). O metal oxidado produzido na reac&o
de Fenton pode ser reduzido pelo O,™, (ii). A soma das reacOes (i) e (ii) corresponde a
reacdo de Haber-Weiss (iii) que é catalisada por metais. Reac6es similares podem também
ocorrer com peréxido derivados de lipideo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Reacdo de Fenton
(i) H0, + Fe®* — "OH + OH ™+ Fe**
(i) Fe*" + 0,° —> O, + Fe*'
Reacdo de Harber-Weiss
(iii) H,O, + O, — O+ "OH + OH
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Como evidenciado na reagdo acima, o ferro tem um papel crucial na geracéo de
‘OH. Este metal é encontrado em diversas formas moleculares e em grande abundancia no
organismo humano, ligado a uma grande variedade de proteinas, participando dessa forma
de inimeras reagdes bioquimicas de oxi-reducdo. De fato, na presenca de ferro a toxicidade
de H,0, pode ser potencializada em até 1000 vezes (FIBACH e RACHMILEWITZ, 2008).

Hidroperoxidos de Lipideos e Peroxidacéo Lipidica

A peroxidacdo lipidica pode ocorrer em qualquer lipideo que possua uma
insaturacdo ou que seja poliinsaturado como o0s &cidos graxos de cadeia longa,
fosfolipideos, glicolipideos bem como a molécula de colesterol (GIROTTI, 2008). O

esquema abaixo sintetiza o processo de peroxidacéo lipidica.

(i) LH+ OH— L* + H,0
(ii) L* + 0, - LOO"®
(iii) LOO® + LH — LOOH + L*
(iv) 2 LOOH + Fe** - LO® + LOO® + H,0 + Fe**

A primeira etapa deste processo é denominada de iniciacdo e se caracteriza pelo
ataque de uma espécie reativa como o "OH, capaz de abstrair o atomo de H de um metileno
(-CH3-) (i). Uma vez que o hidrogénio possui somente um elétron a abstracdo deixa um
elétron desemparelhado na Gltima camada do carbono formando o radical alquila (-°CH-),
este se combina com o O, para formar o radical peroxil (ii) o qual é capaz de abstrair um
atomo de H de outro lipideo insaturado (resultando em um novo radical alquil), para formar
um perdxido de lipideo e desta forma iniciar uma reacdo em cadeia (GUTTERIDGE, 1995;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Esta etapa da reagdo é denominada de propagacéo.
Assim como para 0 H,O, a presenca de Fe?* estimula a peroxidacdo através da
decomposicédo do peréxido de lipideo LOOH gerando as espécies radicalares alcoxil (LO®)

e peroxil (LO;") (iv) (figura 8).
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Figura 8. Diagrama da reagdo em cadeia de peroxidacao lipidica.

As constantes para esta reacdo sdo de 1.5 x 10°M™s? na presenca Fe?* e sdo
significativamente maiores que as alcancadas pela reacdo de Fenton para H,O, as quais
possuem taxas de 76 x 10 Mis?t (GUTTERIDGE, 1995; HALLIWELL e GUTTERIDGE,
2007). Gragas a grande intimidade entre os lipideos presentes na membrana plasmatica e as
proteinas de membrana, as quais podem chegar até 50% de sua composicao, a peroxidacao
lipidica causa danos substanciais as proteinas constituintes (GUTTERIDGE, 1995). A
peroxidacdo lipidica das membranas biol6gicas ocasiona perda de fluidez, queda do
potencial de membrana, aumento da permeabilidade ao H* e outros ions que resultam na
ruptura e extravasamento do conteddo celular (GIROTTI, 2008). Adicionalmente, alguns
produtos da fragmentacdo lipidica sdo citotéxicos (ESTERBAUER, 1993; CATALA,
2009). Ja foi demonstrado que a incubacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) com
eritdcitos submetidos a estresse oxidativo, faz com que as LDL ganhem progressivamente
peréxidos de colesterol (ChOOH) advindos da membrana eritrocitaria (VILA;
KORYTOWSKI; GIROTTI, 2002). Do ponto de vista da salde humana, este fenbmeno
pode ter grande importancia uma vez que os LOOH podem gerar reagfes em cadeia na
presenca de metais de transicdo e possuir um importante papel arterogénico (STEINBERG
etal., 1989; GIROTTI, 2008).
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Oxido Nitrico e a Formag&o de Peroxinitrito

O oxido nitrico (NO®) e o dioxido de nitrogénio (NO,*) também possuem elétrons
desemparelhados em sua ultima camada eletrdnica e, portanto também sdo espécies
radicalares. O interesse bioldgico inicial NO® se deu pela descoberta que o tecido vascular
endotelial e outras células do corpo sdo capazes de produzir pequenas quantidades a partir
do aminoacido (AA) arginina (MONCADA e HIGGS, 1991; HALLIWELL, 2006;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Esta espécie quimica estd relacionada com
processos celulares de grande importancia como vaso constricdo/vaso dilatacdo, agregacao
plaquetaria, inibicdo da adesdo celular, resposta do sistema imunoldgico, dentre outros
(MONCADA e HIGGS, 1991; DESSY et al., 2004). Entretanto, 0 NO® pode reagir com o
O," para formar um intermediario bastante reativo o peroxido de nitrito (ONOQ"). Esta
espécie é um poderoso oxidante capaz de causar danos em diversas biomoléculas e em pHs
acidicos pode se decompor em dioxido de nitrogénio (NO,") e ‘OH independente da catalise
realizada por metais de transicdo (GUTTERIDGE, 1995; SZABO; ISCHIROPOULOS;
RADI, 2007) de acordo com a reacgdo abaixo:

ONOO™ + H" - ONOOH — ‘OH + NO,"

No interior das membranas o peroxinitrito pode reagir com proteinas integrais e/ou
periféricas através de centros metélicos protéicos, ou tidis. Ainda no interior das
membranas biol6gicas, esta molécula pode se decompor em NO, e “OH os quais atuarao na
peroxidacao lipidica e nitrosilacdo de lipideos, proteinas e DNA. No caso do DNA reagindo
especialmente com purinas formando 8-oxo e 8-nitroguanina. A reacdo de NADH com
peroxinitrito pode resultar na formagéo de NAD" e O,* (GOLDSTEIN e CZAPSKI, 2000).

Como mencionado anteriormente, na maioria das células as EROs sdo geradas em
grande parte pela mitocondria durante o processo de respiragdo (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007), entretanto, apesar do eritrocito ndo possuir mitocondrias, as EROs
sdo produzidas constantemente em razdo das grandes tensdes de O, e altas quantidade de
ferro presentes no grupamento heme da hemoglobina (DUMASWALA et al., 1999;
CIMEN, 2008).
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A glicose é a Unica fonte de energia nos eritrécitos maduros, esta é transportada de
forma facilitada para o interior da célula onde é prontamente convertida a glicose 6 fosfato.
Entre 80-90% deste carboidrato é convertido pela glicélise anaerdbica gerando lactato e o
restante é oxidado pela via das pentoses. Este metabolismo tem importancia significativa
para a manutencdo da homeostase REDOX da celula eritrocitaria, uma vez que
adicionalmente a geracdo de moléculas de elevado valor energético como o ATP e o
NADH, sdo geradas grandes quantidades de NADPH que sdo utilizados para a manutencao
de altos niveis de glutationa (GSH) bem como fornecer equivalentes redutores para as
enzimas antioxidantes catalase, glutationa peroxidase e peroxirredoxinas, as quais serao
abordadas em maiores detalhes nos topicos seguintes, desta forma este metabolismo atua
protegendo os grupos sulfidrila das proteinas incluindo a Hb e os lipideos de membrana
(BAYNES, 2005).

O 0, é considerado uma fonte das EROs que agem como mediadores da hemdlise
oxidativa, uma vez que adicdo de um elétron é capaz de gerar o radical anion super-oxido
(SCOTT et al, 1989). A espécie O," é formada principalmente através de duas fontes: 1)
auto-oxidacdo da hemoglobina (Hb) em metahemoglobina (MetHb) a qual gera O,"
(GIULIVI e DAVIES, 1990) e 2) Através da oxidacdo do Ferro hemicromo (Fe**) que
indica que o elétron foi perdido durante sua oxidacdo através de fontes externas como
drogas, por exemplo (HEBBEL et al., 1982). Esta espécie é capaz de atacar diretamente as
membranas das células vermelhas causando alteragdes nos lipideos e na estrutura das
proteinas (CLASTER et al., 1984).

Sendo assim a fonte priméria de EROs no eritrocito é a propria proteina carreadora
de Oy, ou seja a Hb que sofre auto-oxidacdo produzindo o O,". Considerando que a
concentracdo de Hb no interior do eritrocito é muito alta, ao redor de 5mM, mesmo uma
pequena parcela que sofre auto-oxidacdo pode produzir altos niveis de EROs. A reducdo
ocasional do O, em O," é acompanhada da oxidacdo do atomo de ferro da hemoglobina,
formando a metahemoglobina, a qual ndo é mais capaz de transportar O,. Dessa forma,
caso ocorra o rompimento desta célula estes elementos possuirdo um grande potencial de
danificar outros componentes da circulacao e tecidos (JOHNSON et al., 2005). No caso do
transporte de oxigénio, o ferro necessita estar na sua forma reduzida, caso isto ndo ocorra

este pode se desprender da Hb. Nos eritrocitos humanos aproximadamente 3% do total das
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moléculas de Hb se transformam em MetHb diariamente, através de reagdes de Hb com o
O,. Esta MetHb pode ser reduzida pela via NADH citocromo ou pela via 5-metHb redutase
e metHb redutase dependente de NADPH (KENNETT et al., 2005).

Nas hemaécias 0 O," é dismutado pela SOD, gerando grandes quantidades de H,0,
que é capaz de se difundir livremente pela célula, ao contrario do O, que necessita de
canais anibnicos para sair (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Este composto também
pode vir de fontes extracelulares devido a alta permeabilidade desta ERO na membrana do
eritrécito. Neste contexto, um fato de grande importancia é que o eritrocito é considerado
um “coletor” ¢ decompositor universal de H,O, dos organismos de uma vez que possui
acesso a praticamente todos os tecidos do corpo, além do numero destas células ser
extremamente abundante (AGAR et al., 1986; BROWN et al., 1989; AOSHIBA et al.,
1999; WINTERBOURN e HAMPTON, 2008; XU et al., 2008).

Desta forma a Hb esta constantemente sob o efeito do H,O,, resultando em
oxidacgdes protéicas que podem ser utilizadas como sinais seletivos para protedlise nos
eritrocitos (GIULIVI e DAVIES, 2001). Alem disso, existem evidéncias que o aumento do
H,O, esta diretamente relacionado com a peroxidagdo lipidica e hemdlise através da
formagdo de um complexo ligado covalentemente entre espectrina e Hb que promove
diversas modificacbes na forma e deformabilidade da membrana além de interferir na
organizacdo dos fosfolipideos da superficie celular (FIBACH e RACHMILEWITZ, 2008).
O quadro descrito acima ocorre devido a rea¢do de Fenton onde o H,O, reage com o Ferro
gerando o radical ‘OH. Em razdo da abundancia do O, no meio celular dos eritrdcitos, este
metal parece ser de grande importancia na formacdo de espécies radicalares. Esta reacao
pode resultar na formacdo de complexos Fe-O, denominados de ions ferril ou preferril os
quais possuem um poder oxidante extremamente elevado (FIBACH e RACHMILEWITZ,
2008).

Durante o processo de diferenciacdo eritrocitaria, produzida a partir de células
tronco da medula Ossea, particularmente a partir da formacdo dos eritroblastos
ortocromaticos, estas células perdem importantes organelas como nucleo, mitocondria e
ribossomos (VOLPE, 1993; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2001). Desta forma, os
eritrocitos ndo possuem a capacidade de se dividir, realizar sintese proteica, realizar a

fosforilagdo oxidativa ou mesmo sintetizar novas membranas bioldgicas. Neste contexto,
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todos os lipideos encontrados na célula eritrocitaria madura sdo pertencentes a bicamada
lipidica sintetizada durante o processo de maturacdo e consistem de fosfolipideos e
colesterol na proporcdo molar de 1.2 : 1, sendo que ~50% deles s&o insaturados (TELEN e
KAUFMAN, 1999).

Estas células possuem uma vida média de 100-120 dias, as quais serdo
posteriormente fagocitadas no bago, figado e medula 6ssea. O envelhecimento destas
células parece ser um processo multifatorial sendo que os mecanismos envolvidos ainda
ndo foram totalmente esclarecidos (CAPRARI et al., 1999). Uma das explicacdes seria a
teoria do envelhecimento atraveés de EROs, na qual a degradacdo destas células viriam
como resultado de danos oxidativos acumulados em biomoléculas com o passar do tempo
de vida (TANG, 1997; INOUE et al., 2004; MULLER et al., 2007).

Em situacdo normal, a destruicdo dos eritrocitos acontece na mesma razdo que a
eritropoese de forma a manter o numero de eritrocitos circulantes. Este processo € resultado
principalmente da formacdo de agregados de proteinas de banda 3, que é uma das proteinas
mais abundantes na membrana do eritrocito, e que sdo estabilizados por moléculas de
hemoglobina oxidada, conhecida como hemicromo. Isso causaria a perda da assimetria dos
lipideos de membrana através do reconhecimento desses agregados como antigenos por
anticorpos 1gG e do sistema complemento (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2001).
Diversos estudos mostram que eritrocitos humanos expostos ao estresse oxidativo
apresentam diversas alteracfes celulares como denaturacdo oxidativa da Hb, lipideos de
membrana peroxidados e diversas proteinas de membrana agregadas, formando complexos
de alto peso molecular. Por isso, a morte celular programada (MCP) de eritrocitos é
bastante aumentada em diversas doencas hematoldgicas como, por exemplo, na anemia
falciforme, beta talassemia e deficiéncia de G6PD (FIBACH e RACHMILEWITZ, 2008;
PANDEY e RIZVI, 2010; RUSANOVA et al., 2010).

Neste contexto, nos eritrocitos, os lipideos polinsaturados do interior da membrana,
estdo localizados um ambiente altamente rico em O, e Hb a qual por sua vez, é rica em
Ferro, 0 que as tornam altamente susceptiveis a danos oxidativos. As EROs podem portanto
iniciar a peroxidacdo lipidica levando a perda progressiva da fluidez da membrana e
consequente morte celular (CLASTER et al., 1984). Recentemente foi demonstrado que o
tratamento dos eritrocitos com perdxido organico (tert-butil hidroperdxido/t-BOOH)
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aumenta o metabolismo da célula promovendo o aumento da sintese de NADH e NADPH,
0s quais podem ser diretamente utilizados para a reducdo de moléculas (Glutationa) ou
enzimas antioxidantes, como as Peroxirredoxinas (PRDX) (OGASAWARA,
FUNAKOSHI; ISHII, 2008). Adicionalmente, foi demonstrado in vitro que a adi¢do de
acido ascorbico ao meio contendo eritrocitos submetidos a estresse oxidativo com t-BOOH
protege as hemacias contra danos oxidativos. Curiosamente, é sabido que o &cido ascorbico
é capaz de reduzir as PRDX do tipo 1-Cys, como a PRDX6, entretanto, esta relacdo ndo foi
investigada (MONTEIRO et al., 2007; KRUKOSKI et al., 2009).

Outra informacdo importante é que proteinas de membrana como, por exemplo, a
célcio ATPase, que é responsavel pela manutencio do gradiente de Ca* intra/extra-celular
nestas células, possui diversos grupamentos sulfidrila que quando oxidados resultam na
perda da atividade enzimatica que estd diretamente relacionada com o decréscimo da
deformabilidade e destruicdo prematura do eritrécito (SHALEV et al., 1981). Os
peroxinitritos e espécies reativas contendo nitrogénio também apresentam grande
relevancia para a célula eritrocitaria, uma vez que o 6xido nitrico (NO) é o terceiro gas
mais abundante transportado juntamente com O, e CO, pelas células eritrocitarias.
Conforme mencionado anteriormente, 0 NO é um importante componente em diversos
processos/sistemas atuando na resposta imunoldgica e processos inflamatorios, crescimento
e diferenciacdo celular, e também influenciando de forma bastante relevante no sistema
circulatério, uma vez que esta relacionado, como mencionado anteriormente, com a
inibicdo de agregacdo plaquetéria e nos processo de vaso-constri¢do e vaso dilatagdo (HAN
et al., 2003; GLADWIN; CRAWFORD; PATEL, 2004; GUNDUZ; OZTURK; SOZMEN,
2004; ROMERO; DENICOLA; RADI, 2006).

Recentemente foi demonstrado que o eritrocito é capaz de sintetizar oxido nitrico
(NO) utilizando o aminoacido arginina como substrato, de modo similar as ceélulas
endoteliais, o qual deve contribuir na regulagdo do ténus vascular (KLEINBONGARD et
al., 2006; KLEINBONGARD; KEYMEL; KELM, 2007; ULKER et al., 2009). Nesse
sentido este gas tem sido muito estudado como alternativa terapéutica em diversas doencas,
como por exemplo, na anemia falciforme para reduzir a adesao celular de hemoglobinas ao

vaso, evitando assim a vaso-oclusao que é o principal aspecto fisiopatoldgico nesta doenca
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(CONRAN et al., 2004; CANALLI et al.,, 2008; CONRAN, FRANCO-PENTEADO;
COSTA 2009).

Ja foi demonstrado que a Hb é importante no controle do ténus vascular mediado
pelo NO. Na circulacdo os eritrocitos sdo 0os maiores responsaveis pelo sequestro de NO,
justamente por conter altos niveis de Hb, seja através de reacbes diretas com 0s
grupamentos prostéticos da hemoglobina ou através de residuos de cisteina das cadeias o
da molécula (KLEINBONGARD et al., 2006; KLEINBONGARD; KEYMEL; KELM,
2007; ULKER et al., 2009). A adicdo de um grupo NO a tiois protéicos (RSNO) forma um
nitroso tiol em um processo denominado de S-nitrosilacdo e ja foi demonstrado que a S-
nitrosilacdo da hemoglobina é facilitada pela alteracdo conformacional da molécula
induzida pelo O,. Assim ao reagir com a Hb ligada ao Oxigénio (Hb Fe™ O,) o NO é
convertido a nitrato, ao passo que na reacdo sem o oxigénio (Hb Fe*?) forma Hb Fe*? NO.
O gradiente de O, das arteriolas promove a transicdo alostérica na Hb o qual libera NO e
promove o aumento do fluxo sanguineo (ZHANG et al., 2005; GRUBINA et al., 2007).
Desta forma o consumo de NO é fortemente regulado pela hemoglobina, sendo que esta
pode consumi-lo em altas quantidades.

Recentemente foi descrito que em ceélulas cerebrais de pacientes com a doenca
Parkinson que a PRDX2 sofre S-nitrosilacdo dos residuos envolvidos na decomposicdo de
hidroperéxidos o que leva a perda da funcdo peroxidasica (FANG et al., 2007; DIESEN;
HESS; STAMLER, 2008). Entretanto nenhuma associacdo entre nitrosilagdo de
peroxirredoxinas e doencas hematoldgicas foi descrita até 0 momento.

A modulacdo das EROs parece ter uma relagdo muito estreita com a fisiopatologia
de diversas doencas hematoldgicas, principalmente nas anemias hemoliticas, tais como alfa
e beta talassemias e na anemia falciforme. Nestas patologias, o ambiente celular é
extremamente pro-oxidante seja por conta da geracdo ineficiente de NADPH, seja pela
formacdo de MetHb resultando em danos oxidativos e consequente hemolise das células
que por sua vez favorecem a formacéo dessas espécies em outros tipos celulares ( FIBACH
e RACHMILEWITZ, 2008).
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1.7. Defesas Celulares contra o Estresse Oxidativo

Ao longo da evolucdo, as células desenvolveram mecanismos de defesa contra as
especies reativas de oxigénio, aperfeicoando diferentes sistemas protetores e reparadores.
Esses sistemas de defesa séo classificados em trés categorias:

I) os sistemas quelantes de metais, 0s quais previnem a formagéo de EROs inibindo
reagbes como a de Fenton. Dentre os representantes desta classe, encontram-se as
metalotioneinas (Met);

I1), os compostos de baixo peso molecular e as enzimas antioxidantes, os quais séo
capazes de reagir com EROs antes que haja dano as biomoléculas. Nesta categoria também
estdo incluidas as proteinas antioxidantes superdxido dismutase (Sod), catalase (Cat),
glutationa peroxidase e as peroxirredoxinas (PRDX);

[11) os sistemas de reparo, que representam a Ultima defesa contra o estresse
oxidativo. Estes sdo capazes de remediar os danos causados por ERO as biomoléculas.

1.7.1. Antioxidantes Enziméaticos

Os antioxidantes enzimaticos removem cataliticamente as EROs, evitando os efeitos
deletérios causados pela oxidagdo. Alguns pontos importantes devem ser ressaltados em

relacdo as enzimas antioxidantes:

1.7.1.1. Superoxido Dismutase

A superdxido dismutase (SOD) é uma metaloenzima antioxidante amplamente
encontrada em organismos eucariéticos e procaridticos. Suas isoformas séo classificadas de
acordo com o cofator inorganico ligado a regido proteica. Em eucariotos podem ser
encontradas duas isoformas de SOD, uma contendo cobre e zinco (CuZnSOD) localizada
no citosol e outra com manganés (MnSOD) encontrada na matriz mitocondrial
(FRIDOVICH, 1995; STURTZ et al., 2001).

A SOD catalisa a transformacdo do radical superoxido em oxigénio molecular e

peroxido de hidrogénio, atraves de alternadas reducdo e oxidacdo do metal do sitio ativo,
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atuando, dessa forma, como primeira linha de defesa antioxidante. No caso de deficiéncia
da SOD ou do aumento da producdo do superoxido, este preferencialmente reage com
oxido nitrico e produz peroxinitrito (ONOO-), que é um potente agente oxidante e
nitrosante o qual pode provocar dano direto a proteinas, lipidios e DNA (JOHNSON e
GIULIVI; PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007). A reacdo de dismutacdo do O;"

através da Sod é representada a seguir:

Sod
2 02.- +2H" > 0O, + H,0,

O peroxido de hidrogénio produzido pode ser decomposto por uma série de enzimas
celulares. Entre elas estdo a catalase (Cat), as glutationa peroxidases (Gpx) e as

peroxirredoxinas (PRDX), as quais atuam em conjunto com as Sod.

1.7.1.2. Catalase

A catalase (Cat) é uma enzima com funcdo de catalisar a reducdo de perdxido de
hidrogénio em &gua e oxigénio. Sdo enzimas tetraméricas com subunidades de
aproximadamente 50 kDa, que contém um grupamento prostético (heme) que atua como
centro redox (JAYAKUMAR; RAMESH; GERALDINE, 2006). Esta heme-enzima é
extremamente eficiente e pode decompor milhdes de moléculas de H,O, por segundo (~10’
M/Sec) (YOUNG e WOODSIDE, 2001). Em mamiferos a atividade da catalase é bastante
elevada nos eritrdcitos, protegendo a hemoglobina através da remocao de mais da metade
do peroxido de hidrogénio gerado em eritrocitos humanos normais, que estdo expostos a
concentragdes de oxigénio substanciais (GAETANI et al., 1989). A reacdo de

decomposic¢éo de H,0, por meio da Cat esté representada na equacdo bioquimica abaixo.

Cat
2H202 —> 2H20 + 02
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1.7.1.3. Glutationa Peroxidase

As glutationas peroxidases sdo enzimas gque possuem a selenocisteina em seu sitio
ativo e catalisam a conversdo de H,O, e peroxidos organicos em agua e seus respectivos
alcodis através da conversao de glutationa reduzida (GSH), um tripeptideo antioxidante (y-
L-Glutamil-L-cisteinil-L-glicina) abundante nas células, em glutationa oxidada (GSSG),
possuindo acdo antioxidante, tanto no citosol quanto na membrana citoplasmatica. Apds, a
molécula de GSH é reduzida pela enzima glutationa redutase, que utiliza NADPH como
cofator para essa reducdo (HERBETTE; ROECKEL-DREVET; DREVET, 2007;
FOURQUET et al.,, 2008; JO; CHOI; CHOI, 2008). O mecanismo proposto para
decomposicdo do peroxido de hidrogénio pela glutationa peroxidase esta representado

abaixo:

Gpx
2GSH + H,0, — GSSG + 2H20

1.7.1.4. Peroxirredoxinas

As peroxirredoxinas (PRDXs) sdo uma familia de pequenas enzimas antioxidantes
(22-27 kDa) que catalisam a reducdo de peroxido de hidrogénio, hidroperdxidos organicos
e peroxinitrito, esta atividade é exercida por um residuo de cisteina altamente reativo
presente em seu sitio catalitico. Todas as PRDXs possuem uma cisteina conservada
proxima a sua regido N-terminal, demoninada cisteina peroxidasica (Cysp) e a maioria
apresenta um segundo residuo de cisteina proximo a regido C-terminal designado de
cisteina de resolugdo (Cysg) (NEUMANN; CAO; MANEVICH, 2009).

Estreitamente relacionados com a Cysp se encontram trés outros residuos de
aminoacidos conservados entre as diferentes PRDXs. Estes sdo a treonina (Thr), a arginina
(Arg) e a prolina (Pro) (WOOD et al., 2003). A cisteina peroxidasica, a treonina e a prolina
estdo localizadas em um motivo catalitico PxxxTxxC (onde P designa Prolina; T, Treonina;

C, Cisteina e x designa qualquer aminoacido), o qual é conservado em todas as subfamilias
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de PRDXs. A conservacdo deste motivo indicaria que a disposi¢do espacial destes trés
residuos pode desempenhar um papel importante na atividade de peroxidase da enzima
(HALL etal., 2011).

Em seres humanos ja foram descritas seis isoformas de PRDXs as quais podem ser
encontradas em diferentes compartimentos da célula: no citosol (PRDX1-2 e PRDX4-6),
complexo de Golgi (PDRX1-4), mitocondria (PRDX3 e PRDX5), peroxissomo (PRDX5) e
no nucleo (PRDX1) (WOOD et al., 2003; KANG et al., 2005; LIU et al., 2008). Estas
enzimas podem ser divididas em trés subclasses, baseadas no mecanismo e no nimero de
cisteinas envolvidas na catalise enzimatica: PRDXs 2- Cys tipica (PRDX1-4), séo
homodiméricas e contém ambos os residuos de cisteina N- terminal e C- terminal
conservados; PRDX 2- Cys atipica (PRDX5), é funcionalmente monomeérica e possui um
residuo de cisteina N-terminal conservado e outro C-terminal ndo conservado; PRDX 1-
Cys (PRDX6), contém apenas um residuo de cisteina conservado na regido N-terminal e
ndo requer nenhuma cisteina adicional para a funcéo catalitica (WOOD et al., 2003; RHEE;
CHAE; KIM, 2005).

A reducéo dos perdxidos se inicia pelo ataque da cisteina peroxidasica (Cysp-SH), a
um atomo de oxigénio do peroxido, que leva a clivagem heterolitica da ligagio O-O. E
formado, entdo, um 4&cido sulfénico na cisteina peroxidasica (Cysp-SOH). A etapa
subsequente depende do tipo de peroxirredoxina (MONTEIRO et al., 2007). Nas enzimas
PRDXs 1- Cys, que possuem apenas a Cysp, 0 cido formado durante a oxidacéo € reduzido
por um tiol externo. Nas PRDXs 2- Cys tipicas o &cido sulfénico formado na Cysp reage
com a Cysg de outra subunidade da enzima formando uma ligacao dissulfeto intermolecular
estavel que pode ser reduzida por um redutor tiol dependente. No caso das PRDXs 2-Cys
atipicas, a Cysg esta localizada na mesma cadeia polipeptidica e a reacdo com a Cysp
resulta na formacdo de uma ligacdo dissulfeto intramolecular, a qual também pode ser
reduzida por um redutor tiol dependente (figura 9) (NETTO e STADTMAN, 1996;
KNOOPS et al., 2011).

Para que as PRDXS possam decompor outra molécula de peréxido, precisam ser
novamente reduzidas. Com exce¢do da PRDX6, que tem como seu redutor fisiologico a
glutationa (GSH), todas as outras PRDXS sdo reduzidas pela tiorredoxina (Trx), a qual
possui duas cisteinas vicinais localizada em um motivo Cys-X-X-Cys (HOLMGREN et al.
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2010; OLIVEIRA et al. 2010). Apos a reducdo das PRDX, as cisteinas de Trx sdo oxidadas
a dissulfeto e sdo reduzidas pelas tiorredoxinas redutases (TrxRs) utilizando equivalentes
redutores provenientes do NADPH (figura 9) (HOLMGREN e LU, 2010; OLIVEIRA et al.,
2010). Quando as PRDXs 2-Cys tipicas sdo expostas a altas concentracdes de peroxido a
CysP fica superoxidada, assumindo a forma de cisteina acido sulfinico (CP-SO,H) ou &cido
sulfonico (CP-SO3H) apds o ataque do acido sulfénico (CP-SOH) por outras moléculas de
peréxido, ndo possibilitando a formacdo do dissulfeto com a CysR. Estas enzimas
superoxidadas se oligomerizam e formam decadmeros ou oligbmeros de maior massa
molecular que podem apresentam atividade de chaperona molecular e ter funcdo de
sinalizador celular (JANG et al., 2004; RHEE; CHAE; KIM, 2005; VIVANCOS et al.,
2005).

A superoxidacdo resulta na perda da funcdo de peroxidase dessas enzimas, visto
que, a Trx ndo pode reduzir estes intermediérios. Contudo, outra enzima de baixo peso
molecular dependente de ATP, Mg?* e um tidl, denominada sulfirredoxina (Srx) consegue
reativar a atividade peroxidasica das PRDXs. Entretanto, a Srx é capaz de reduzir somente
a cisteina acido sulfinico (Ce-SO2H) (figura 9), ndo sendo conhecido até o momento,
nenhum redutor biol6gico para a forma Cr-SOsH (BITEAU; LABARRE; TOLEDANO,
2003).
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Figura 9. Mecanismos de reacéo das peroxirredoxinas. Inicialmente, a Cysp-SH ataca um atomo de H,0,
formando &cido sulfénico na a Cysp (Cysp-SOH). A proxima etapa depende do tipo de peroxirredoxina: nas
PRDXs 2- Cys tipicas o acido sulfénico formado na Cysp reage com a Cysg de outra subunidade da enzima
formando uma ligagéo dissulfeto intermolecular que pode ser reduzida pela Trx (A). No caso das PRDXs 2-
Cys atipicas, a Cysg esté localizada na mesma cadeia polipeptidica e a reacdo com a Cysp resulta na formacéo
de uma ligacdo dissulfeto intramolecular, a qual também pode ser reduzida pela Trx (B). Nas enzimas PRDXs
1- Cys, que possuem apenas a Cysp, 0 &cido formado durante a oxidacdo é reduzido por um tiol externo como
a GSH (C). Adicionalmente, quando as PRDXs 2-Cys tipicas sdo expostos as elevadas concentracbes de
peroxido a CysP fica superoxidada e assume a forma de cisteina &cido sulfinico (CP-SO,H) ou acido
sulfonico (CP-SO3H), os quais ndo sdo reduzidos pela Trx, necessitando de outro redutor, a sulfirredoxina.
Entretanto, esta enzima é capaz de reduzir somente a forma CP-SO,H, ndo sendo conhecido redutor biolégico
para CP-SO;H até o momento (A). Figura extraida de RHEE et al., 2012.
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1.8. Relevancia Biologica das Peroxirredoxinas

Dentre as trés classes de enzimas celulares capazes de decompor os hidroperoxidos,
as PRDX e as Gpx se destacam uma vez que além de decompor H,0,, estas enzimas sao
capazes de decompor hidroperdxidos de lipideos e peroxinitrito, o que aponta uma grande
versatilidade na protecdo celular contra hidroperoxidos. Entretanto, as PRDX se destacam
ainda mais pela abundancia e grande reatividade com os substratos (KANG et al., 2005). Ja
foi demonstrado em Saccharomyces cerevisiae que a peroxirredoxina citosélica Tsal
possui aproximadamente 378.000 copias por célula, representando quase 1% do total de
proteinas sollveis da célula, uma quantidade muito superior a encontrada para as outras
enzimas decompositoras de peroxidos como a Cat (~900 copias/célula) e a Gpx (~10000
copias/célula) (GHAEMMAGHAMI et al., 2003). Esta abundancia ndo é exclusiva de
leveduras uma vez que em humanos as peroxirredoxinas estdo entre as 10 proteinas mais
expressas em determinados tipos celulares (WOOD et al., 2003; RHEE; CHAE; KIM,
2005) como por exemplo no eritrocito, onde a peroxirredoxina 2 (PRDX2), que pode ser
encontrada tanto na forma de dimeros (peroxidasica) quanto na forma decamérica, é tdo
abundante que foi identificada nestas células, antes mesmo que a atividade antioxidante
desta proteina fosse descrita (HARRIS, 1969). Particularmente, nestas células esta proteina
é tdo representativa que s6 perde em concentracdo para as globinas (LOW; HAMPTON,;
WINTERBOURN, 2008).

Trabalhos iniciais apontaram que as eficiéncias cataliticas para decomposi¢cdo de
H,0, das PRDX (~10°> M™ s™') eram menores que a da catalase (~10° M' s ') ou glutationa
peroxidase (~10° M~! s™") (PARK et al., 2000). Porém, estudos recentes demonstram que a
constante de segunda ordem da PRDX com perdxidos pode alcancar entre 10 - 10 M* s
(PARSONAGE et al., 2005; OGUSUCU et al., 2007; MANTA et al., 2009; HORTA et al.,
2010). Alem disso, ja foi demonstrado que as PRDX séo capazes de decompor peroxidos
organicos e peroxinitrito com alta eficiéncia, sendo que os ultimos com eficiéncia de até 1.4
x 10" M?* st (CHA; YUN; KIM, 2000; OLIVEIRA et al., 2006; JONSSON; ELLIS;
POOLE, 2007; MANTA et al, 2009; HORTA et al., 2010). Diversos estudos apontam uma
intima relacdo da regulacdo da expressdo das PRDX pela exposicdo ou producdo
intracelular de H,0,, LOOH e ONOOH (MEISSNER et al., 2007; NEUMANN e FANG,
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2007; YANG et al., 2007; MOROT-GAUDRY-TALARMAIN, 2009; STACEY et al.,
2009). Adicionalmente, as PRDX sdo consideradas enzimas ubiquas, pois sdo largamente
distribuidas entre os mais diversos organismos, desde Archaea até eucariotos superiores
(BARRANCO-MEDINA et al., 2007; DUBBS e MONGKOLSUK, 2007; NAKAMURA et
al., 2008). Além da grande distribuicdo entre diferentes organismos, estas proteinas
apresentam vérias isoformas na célula podendo ser encontradas nos mais diversos
compartimentos celulares (BARRANCO-MEDINA et al., 2007; KIM et al., 2009; SENSI
et al., 2009).

Além da atividade de peroxidase, outras funcdes tém sido atribuidas aos membros
da familia de PRDXs, as quais estdo brevemente resumidas abaixo.

1.8.1. Sinalizacdo Celular Mediada por Hidroperdxidos

Durante muito tempo os hidroperoxidos foram considerados como sub-produtos
inevitaveis e indesejados da existéncia aer6bia. Dado os danos infligidos pelo H,0,
acreditava-se que a sua rapida eliminacdo seria o melhor para a célula. Entretanto, uma
série de estudos tem descrito que algumas EROs enddgenas, em especial o0 H,O,, em
quantidades moderadas possuem capacidade de atuar como um segundo mensageiro nas
sinalizacbes de processos como proliferacdo, diferenciagdo e migracdo celular em
praticamente todos os tipos celulares eucariéticos incluindo plantas, fungos e mamiferos
(KANG et al., 2005; RHEE, 2006; SEMIGHINI e HARRIS, 2008).

De fato oxidantes como o H,O, e LOOH podem ser produzidos por enzimas
especializadas denominadas de NADPH oxidases (Nox) e lipoxigenases (LoXx),
respectivamente (BRASH, 1999; KUHN e THIELE, 1999; KUHN e BORCHERT, 2002).
Contribuindo para esta visdo de extrema regulacdo dos sinais via hidroperdxido, alguns
trabalhos tém demonstrado que o H,O, ndo perpassa a membrana simplesmente por
difusdo, sendo que este pode ser um processo muito mais refinado e conta com canais que
auxiliam seu transporte de forma ordenada e em niveis adequados, seja de forma intra ou
extracelular (BIENERT; SCHJOERRING; JAHN, 2006; MATIAS et al., 2007).0 H,0,
pode ser produzido de forma transitoria em resposta a ativacdo de diversos receptores da

superficie celular, podendo ativar ou inativar fatores de transcricdo, canais de membrana ou
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enzimas metabdlicas como também modular vias dependentes de calcio e vias de
fosforilagdo (KANG, et al. 2005; RHEE, 2006; FORMAN, 2007).

Em relacdo aos LOOH, ja foi demonstrado que estes também sdo capazes de ativar
reguladores de expressdo e estdo associados a diferenciacdo e especializa¢do celular uma
vez que durante o processo de diferenciagdo ou maturacgdo celular ocorre o remodelamento
ou mesmo destruicdo de membranas celulares e organelas subcelulares (Rapoport, 1986;
KLOMSIRI et al., 2005; IWAI;, NAGANUMA; KUGE, 2010). Neste contexto, o
remodelamento de membranas também esta envolvido em eventos como trafego
intracelular de vesiculas, fagocitose, apresentacdo de antigeno, “uptake” mediado por
receptores, dentre outros processos que necessitam da desestabilizacdo da membrana de
forma temporal e espacial (KUHN e BORCHERT, 2002).

Como mencionado anteriormente, em razdo do aumento de sua solubilidade
(comparado com seus precursores) estas espécies podem migrar de seu local de origem de
forma espontanea ou facilitado por proteinas transportadoras de lipideos (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 2007). Acredita-se que uma das formas de acdo dos hidroperéxidos na
sinalizacdo celular, ocorra através da oxidacao de tidis protéicos. A oxidacdo de tidis de
proteinas pode alterar sua atividade, sua estrutura tridimensional e conseqiientemente suas
caracteristicas de ligagdo aos seus substratos ou mesmo a outras proteinas. Entretanto para
se alcancar os critérios de sinalizacdo € necessario que o0 processo seja rapido e reversivel e
que haja uma oxidacdo preferencial de proteinas e residuos especificos (WINTERBOURN
e HAMPTON, 2008). No entanto, para que a mensagem seja interpretada corretamente €
necessario que os niveis de hidroperdxidos sejam extremamente regulados, uma vez que
uma hiperoxidacdo ou mesmo uma hipoxidacdo dos alvos celulares poderia tornar todo o
processo comprometido. Desta forma, a modulacdo de seus niveis € de suma importancia
para que ocorra uma resposta celular adequada nos processos em que participa (STONE e
YANG 2006; FOURQUET et al., 2008).

Neste contexto as PRDXs possuem caracteristicas fundamentais que as coloca como
grandes candidatas na transducgéo de sinais por hidroperoxidos gragas a grande variedade de
perdxidos a qual é capaz de decompor, sua abundancia, sua elevada atividade e a ocorréncia
de alteragdes estruturais que € dependente do grau de oxidacdo. Estas alteracdes parecem
estar relacionadas com interacdes com parceiros bioldgicos distintos (VIVANCOS et al.,



50

2005; KUMSTA e JAKOB, 2009). Contribuindo para estas observagoes, diversos trabalhos
apontam que as PRDX1 e PRDX2 humanas sdo capazes de se associar a membrana celular,
relembrando que estas enzimas sdo capazes de efetuar transi¢cdes estruturais como resultado
de hiperoxidacdo ou choque térmico (CHA; YUN; KIM, 2000; MURPHY et al., 2004).

O papel destas proteinas na transducdo de sinal ndo aparenta ser exclusivamente
citosolico, uma vez as isoformas humanas, com exce¢do da PDRX3, ja foram encontradas
no compartimento nuclear e parecem estar relacionadas com a ativacdo de fatores de
transcricdo, como por exemplo, na regulacdo da atividade de NF-kappaB, uma proteina
envolvida na regulacdo de processos inflamatorios e cancer (YAMAMOTO e GAYNOR,
2001; KINNULA et al., 2002; KABE et al., 2005; HANSEN; MORIARTY-CRAIGE;
JONES, 2007). Adicionalmente, a PDRX4 humana pode ser exportada pela célula para o
meio extracelular, o que sugere participacdo destas proteinas na decomposicdo ou
transducdo de sinal no meio extracelular. Em relagdo ao crescimento celular, diversos
trabalhos revelam que a ativacdo das proteinas MAPK ¢é bastante acentuada quando
expostas a agentes oxidantes. Dentre elas a p38 esta envolvida com interrupcdo do ciclo
celular e apoptose em diversos tipos celulares e sua atividade é fortemente induzida por
NOOH ou H,0; (ELIGINI et al., 2001; EL-REMESSY et al., 2005). Recentemente, foi
demonstrado em Schizosaccharomyces pombe que a relagcdo das PRDX com MAPK pode
ser extremamente intima. Foi descrito que a PRDX desta levedura (SpTsalp) € capaz de
formar um dissulfeto intramolecular com Styl. Neste contexto a MAP quinase Sty | e seu
ativador Wis | (MAPKK) sdo necessarios para o controle do ciclo celular, assim como os
seus respectivos correspondentes em mamiferos, JNK e p38 sdo ativados por diversos

estresses como o osmoético, térmico e o oxidativo.

1.8.2. Prevengéo do Desenvolvimento de Tumores

Foi demonstrado que a PRDX1 protege as células da tumorigénese tanto pela
reducdo das EROs e dos danos oxidativos no DNA quanto pela ligacdo a moléculas como o
PTEN e o c-Myc. A PRDX1 se liga ao supressor tumoral PTEN protegendo-o contra a

supressdo de sua atividade de fosfatase lipidica, o que ocorre sob estresse oxidativo. O
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PTEN ¢é uma fosfatase que age como um supressor tumoral ao neutralizar uma das vias
promotoras de cancer mais criticas existentes: a via PI3K-Akt. Foi demonstrado que o Akt
é altamente ativo em células deficientes de PRDX1. Por outro lado, a deficiéncia de PTEN
provoca diminuicdo das PRDX 1, 2, 5 e 6; isso sugere que a PRDX e o PTEN agem juntos
para manter os niveis antioxidantes celulares e suprimir a via PI3K-Akt (CAO; SCHULTE;
KNIGHT, 2009). A interacdo da PRDX1 com c-Myc para inibir suas atividades transcricionais
também é importante para proteger as células de transformacges, uma vez que a superexpressao

do gene regulador Myc leva a tumorigénese (EGLER et al., 2005).

1.8.3. Peroxirredoxinas, Inflamacéo e Imunidade

Estudos recentes abriram uma porta para explorar o papel das PRDXs na inflamacéo
e na imunidade inata. Foi demonstrado que a PRDX1 é secretada a partir de algumas
células apds a estimulacdo com algumas citocinas, tais como TGF-B1, IL-1 e oncostatina
M, uma subfamilia de I1L-6, embora 0 mecanismo preciso subjacente a sua secrecdo nao
seja conhecido. Portanto, a PRDX1 pode ser encontrada no plasma e outros fluidos
corporais e parece desempenhar um papel chave na modulacdo da inflamacéao, imunidade e
reparacdo tecidual in vivo, em parte devido a sua interacdo com o receptor de superficie
celular TLR4 (toll-like receptor 4). Riddell et al.2010, demonstrou que a PRDX1
extracelular se liga a TLR4 e atua como um fator pré-inflamatério, o que desencadeia a
ativacdo de NF-kappaB e outras vias de sinalizacdo, que induz a producdo de varias
citocinas importantes em reacdes de reparo, imunidade e inflamacéo. Interessantemente, as
peroxirredoxinas expressas em protozoarios e helmintos podem modular a resposta imune
do hospedeiro, em parte através da interacdo com o TLR4, para sua sobrevivéncia e
progressdo no hospedeiro. As PRDXs extracelulares 1 e 2 sdo conhecidas por aumentar a
atividade de células natural killer e suprimir a replicagdo de virus nas células (ISHII;
WARABI; YANAGAWA, 2012).

Adicionalmente, a PRDX1 pode se ligar ao fator inibitério da migracdo dos
macrofagos (MIF) atraves de uma ligacdo dissulfeto e inibir parcialmente sua atividade de
tautomerase. MIF por sua vez, também inibe a atividade de peroxidase da PRDX1, contudo
0 papel biologico dessa associacdo ainda permanece por esclarecer. MIF é um fator pro-
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inflamatorio derivado das células T responsavel pela inibigdo da migracdo de macrofagos.
E expresso em varias células, incluindo linfocitos, macrofagos, células epiteliais e
endoteliais e quando presente no meio intracelular afeta sinalizacdo para suprimir a
apoptose. Contudo, MIF pode ser secretado para 0 meio extracelular onde atua como
citocina causando aumento da inflamagdo. Embora ndo haja provas publicadas, é razoavel
assumir que a PRDX1 extracelular poderia associar-se com MIF secretada causando
supressdo do aumento da inflamagdo mediado por MIF.

Ainda com relacdo a regulacdo do processo inflamatorio, a Ciclofilina A (CypA) é
um regulador da inflamacdo que se liga a todas as PRDXs de mamiferos da PRDX1 a
PRDX6 e melhora a sua atividade antioxidante tiol-especifica. A CypA é secretada por
células vasculares do masculo liso (VSMC) através de uma via vesicular sob condicGes de
stress oxidativo e medeia a remodelacdo vascular através da promocao da inflamacéo e da
proliferacdo de VSMC. A CypA ¢ regulada numa variedade de condigdes inflamatorias,
tais como artrite reumatdide, doenca auto-imune e cancro. Curiosamente, a CypA e a
PRDX1 sdo secretadas a partir de condrécitos articulares humanos por estimulacdo quer
com IL-1 ou oncostatina M. A CypA coexiste com a PRDX1, PRDX5 e PRDX6 em
fluidos do lavado bronco-alveolar de camundongos. Estes resultados sugerem que tanto as
PRDXs e a CypA podem afetar mutuamente suas fungfes e modular as reacgdes
inflamatdrias no espaco extracelular (ISHII; WARABI; YANAGAWA, 2012).
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2. JUSTIFICATIVA

A producdo de espécies reativas de oxigénio parece ter uma estreita relacdo com a
fisiopatologia de doencas hematoldgicas, principalmente anemias hemoliticas como a beta
talassemia e a anemia falciforme. Nestas patologias, o ambiente celular é extremamente
pro-oxidante resultando em danos oxidativos e consequente hemdlise das células que por
sua vez favorecem a formacdo dessas espécies em outros tipos celulares (FIBACH e
RACHMILEWITZ, 2008). Neste contexto, a eficiéncia do sistema antioxidante como as
PRDXs, que se destacam pela abundancia e grande reatividade com seus substratos, podem
desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento e manutencdo dessas células.
Entretanto, poucos trabalhos abordam esta problematica até o momento. Os poucos
trabalhos existentes na literatura revelam que a importancia destas proteinas deve ser
acentuada nos eritrocitos.

Como exemplos, Neumann e colaboradores (2003) realizaram experimentos
diminuindo a expressdo de PRDX1 em ratos, e apesar de serem viaveis e férteis tinham
uma reduzida expectativa de vida por apresentarem anemia hemolitica severa e canceres
malignos aos nove meses de vida aproximadamente. A partir desse trabalho foi sugerido
que a anemia era causada pelo aumento de EROs nos eritrocitos e a participagdo de tal gene
como supressor de tumor (NEUMANN et al., 2003).

Focando esse mesmo assunto, Neumann e Fang (2007) escreveram uma revisao
sobre a atividade das peroxidases como supressores de tumor, que sugere uma caracteristica
preventiva de tumor de alguns desses genes, dentre eles PRDX1, PRDX3 e PRDX5, e
concluiram que ao mesmo tempo em que as PRDXs regulam os niveis de hidroperdxidos,
sdo também reguladas por eles (NEUMANN e FANG 2007). Também em 2003, Lee e
colaboradores estudaram ratos com deficiéncia em PRDX2, que € altamente expressa em
todos os tipos celulares normais, e eles apresentaram doenga hemolitica. Também foi
detectado um aumento no nivel de EROs em fra¢des mais densas de globulos vermelhos.
Nesse estudo identificou-se que a funcéo antioxidante da PRDX2 é um fator critico para a
fisiologia dos glébulos vermelhos (LEE et al., 2003). Tais resultados sugerem que PRDX2
desempenha um papel importante na protecdo das células vermelhas ao estresse oxidativo

em ratos. Em relagdo a PRDX3, localizada nas mitocondrias, foi demonstrado por Yang e
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colaboradores (2007), que a diferenciacdo de células eritroleucémicas humanas pode ser
regulada por essa proteina, uma vez que seus resultados mostraram aumento desta PRDX
na fase final da diferenciacdo eritroide em células de K562, contudo os mecanismos pelos
quais esta proteina regula a diferenciacdo eritrdéide sdo desconhecidos. Também foi
investigada uma linhagem celular de K562 que superexpressava PRDX3 e outra com
mutantes dominates negativos para esta enzima, os resultados mostraram que 0S nives
intracelulares de EROs foram menores na linhagem que superexpressava a PRDX3,
evidenciando seu papel na remocao destes compostos. Ainda neste estudo, foi demonstrado
que os niveis de expressdao de beta globina e GATA- 1 foram significativamente
aumentados nas células que surexpressavam PRDX3 (YANG et al., 2007).

Curiosamente, apesar dos resultados relevantes descritos acima, ndo ha nenhuma
analise sistematica do envolvimento destas proteinas durante o processo de diferenciacdo
destas células e nem mesmo em doencas eritrocitarias, entretanto os argumentos citados
anteriormente sugerem que o envolvimento destas proteinas pode ser bastante relevante.
Em trabalho realizado anteriormente utilizando a metodologia de SAGE (Sequencial
Analisys of Gene Expression) foi possivel constatar que existe aparentemente uma grande
variacdo da expressdo das PRDXs durante a diferenciagdo eritrocitaria, em especial da
PDRX2 (DA CUNHA et al., 2010). A anélise dos dados sugere também uma expressao
diferencial das PDRX1, PDRX2- PDRX5, entretanto sdo necessarias analises adicionais
envolvendo metodologias como PCR de tempo real e western blot para confirmar e

aprofundar os resultados obtidos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo central deste trabalho é avaliar a relagdo entre a expressdo das diferentes
peroxirredoxinas e os niveis de EROs gerados em reticuldcitos e eritrocitos de pacientes

com anemia falciforme, alfa e beta talassemias, comparando com individuos sadios.

3.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar o estado REDOX (producdo de espécies reativas de oxigénio) em
eritrocitos de pacientes com anemia falciforme, alfa* e beta talassemias,
comparando com individuos sadios.

2. Avaliar por meio de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR), o perfil de
expressdo génica dos seis membros das peroxirredoxinas em reticulécitos de
pacientes com anemia falciforme, alfa* e beta talassemias, comparando com
individuos sadios.

3. Verificar a abundéncia protéica das peroxirredoxinas,através de western blotting
em hemacias de pacientes comparando com controles

4. Estabelecer a provavel relagdo entre a producdo destas proteinas e o quadro
clinico observado nestes pacientes

*N&o foi possivel analisar pacientes com alfa talassemia devido a ndo obtencdo de um nimero

significativo de amostras que possibilitassem a andlise estatistica dos dados.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Pacientes e controles

Foram selecionados pacientes com anemia falciforme e beta talassemia
diagnosticados pelo Hemocentro da UNICAMP e da Fundacdo HEMOPE. Para a extracdo
de reticuldcitos, o sangue foi coletado em tubos contendo anticoagulante EDTA e mantidos
refrigerado até o momento do processamento. Amostras de sangue periférico de individuos
saudaveis foram usadas como controles, este grupo foi composto por doadores voluntarios.

Alguns dados, como idade, sexo, tabagismo, alcoolismo, ou qualquer atividade que
pode estar relacionada com o aumento de EROs foram solicitados aos pacientes e controles
(modelo da ficha anexo 1). Todos os individuos somente foram incluidos no estudo apds a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (anexo 2) aprovado pelo Comité
de Etica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP e Fundagio HEMOPE (niimero
da aprovacéo descrito abaixo).

4.2. Aspectos éticos da pesquisa

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP — CEP em 11/05/2011 e homologado na V Reunido
ordinaria, em 24/05/2011 (registro CEP: 427/2011). Foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco — Hemope (registro
CEP: 028/2011).

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) que foi assinado por todos

0s participantes desse estudo, também foi aprovado pelos conselhos citados.

4.3. Separacdo de Reticuldcitos

As amostras de sangue periférico (4mL) foram coletadas em tubo com EDTA (acido
etilenodiamino tetracético) e transferidas para tubo Falcon de 15mL. Apds centrifugacdo

em 3.000 rpm, 10 minutos a 4°C, o plasma foi descartado e foi adicionado 5x o volume de
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solucdo de lise de hemécias (0.144M NH4CI; 0.01M NH4HCO3). As amostras foram
incubadas 30 minutos em gelo, com agitacdo vigorosa a cada 5 minutos. ApOs
centrifugacdo de 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C, o sobrenadante contendo hemacias
lisadas e reticuldcitos foi transferido para novo tubo, homogeneizado com 1/10 de volume
de uma solugédo de Sucrose/KCI (1.5M Ci,H5,041; 0.15M KCl, filtrada ou preparada com
H20 tratada com DEPC) e centrifugado novamente 5.000 rpm por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante contendo agora apenas reticulécitos foi transferido para novo tubo, tratado
com700ul de Acido acético 10% e centrifugado 5.000 rpm 20 minutos a 4°C. O precipitado
(pellet) foi entdo ressuspendido e homogeinizado em 1mL de Trizol® (Invitrogen), que
rompe as células, dissolvendo os componentes celulares sem comprometer a integridade do
RNA. Para testar a eficiéncia da extracdo e verificar possiveis contaminacfes com
leucdcitos foi feita uma lamina com o esfregaco do pellet obtido ao fim da extracéo (figura
10A) e como forma de comparacao foi preparada uma lamina com leucécitos (figura 10B).
Ambas as laminas foram coradas com panotico que permite a diferenciacdo entre estes dois
tipos celulares pela coloracéo diferencial. Posteriormente, uma lamina também preparada
com pellet resultante da extracdo de reticuldcitos foi corada com azul de crezil brilhante,

evidenciando a eficiéncia do protocolo de extragdo (10 C e D).
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Figura 10. Lamina de leucdécitos e esfregago de reticulécitos. A) Durante o processo de separagdo dos
reticuldcitos ha uma fase na qual os leucdcitos sdo preciptados, para efeitos comparativos foi preparada uma
lamina utilizando este preciptado. B) Para verificar possiveis contaminagbes com leucécitos durante a
extracdo de reticuldcitos foi preparada uma lamina com o esfregaco do pellet resultante apds a extracdo. As
laminas A e B foram coradas com panético, um corante utilizado para corar leucdcitos. Os resultados obtidos
mostraram a presenca de uma quantidade irriséria de leucécitos na lamina B, descartando a contaminagdo do
pellet. As laminas apresentadas nas imagens C e D também foram preparadas com o esfregaco do pellet
obtido com a extragdo de reticuldcitos executada de acordo com o protocolo descrito acima e coradas com
azul de cresil brilhante, utilizado para corar reticulocitos. A figura C possibilita a visualizagdo dos resquicios
de RNA precipitado que formam granulos. Estes granulos desaparecem quando o reticuldcito completa a

diferenciacdo para eritrécito maduro.

4.4. Extragdo de RNA

Para obtencdo do RNA de reticuldcitos utilizou- se 0 método de extragdo com o
Trizol® (Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante. A amostra contendo

reticuldcitos e Trizol® foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente, a fim de que
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houvesse completa dissociacdo dos complexos nucleo-protéicos, foram adicionados 200uL
de cloroférmio (CHCI3) e vortexado, sendo realizada nova incubagdo por 3 minutos a
temperatura ambiente.Apos centrifugacdo 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.Apds homogeneizagao, foi
realizado nova incubacdo por 10 minutos em temperatura ambiente seguida de
centrifugacdo por 10 minutos a 15.000g a 4°C. O sobrenadante foi descartado e ao
precipitado adicionado 1mL de etanol gelado a 75%, sendo realizada nova centrifugacao
por 5 minutos a 15.000g & 4°C. Por fim, o sobrenadante foi descartado e o precipitado de
RNA colocado para secar por 10 minutos a temperatura ambiente, sendo entdo
ressuspendido em agua livre de RNasee incubado a 55°C por 10 minutos e posteriormente
colocado em gelo para solubilizacdo total do RNA.

As amostras foram quantificadas em espectrofotometro (NanoVue-GE Healthcare) e
avaliadas quanto a integridade em gel desnaturante de agarose.As amostras com qualidade
adequada de RNA apresentavam integras as duas subunidades ribossomais: 18S e 28S

(figura 12). Apos a eletroforese, as amostras de RNA foram armazenadas em freezer -80°C.
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Figura 11- Gel desnaturante de agarosea 1,2%, com amostras de RNA de reticulécitos de pacientes com
anemia falciforme, onde pode-se ver as subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal. A visualiza¢do das
subunidades permite a confirmacéo de integridade do material. As mesmas analises foram realizadas para

todos os RNAs extraidos.
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4.5. Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para retirar possiveis contamina¢cdes do RNA com moléculas de DNA, 1,0ug de
cada RNA extraido foi tratado com 1,0 pL da enzima DNAsel (Fermentas,
ThermoScientific), 1,0 pL DNAsel reaction buffer com MgCl, 10X (Tris-HCI pH 8.4
200mM, MgCl, 20mM, KCI 500mM), num volume final de 10uL. A reagdo foi incubada
por 30 min a temperatura de 37°C e paralisada com a adicéo de 1,0 uL de EDTA 50mM e
incubagdo por 10 min a 65°C.

A sintese do cDNA foi realizada a partir do RNA tratado com DNAsel, através da
reacao de transcricdo reversa, usando o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits
(Applied Biosystems). A amostra de RNA tratada, foi adicionado 2,0 pL de 10X RT Buffer,
0,8 pL de 25X dNTP Mix (100 mM), 2,0 uL de 10X RT Random Primers, 1,0 puL de
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/uL), 1,0 uL de RNase Inhibitor, 3,2 pL de
Nuclease-free H,O. A sintese de cDNA foi feita a 25°C por 10 minutos, 37°C por 120
minutos. A reacdo foi paralisada através de incubagdo a 85°C por 5 minutos. Para verificar
a eficiéncia da reacdo da transcriptase reversa em sintetizar moléculas de cDNA foi
realizada uma amplificacdo por PCR- RT utilizando iniciadores para o gene enddgeno beta
actina. A amplificacdo adequada deste gene indica uma boa sintese de cDNA como

evidenciado na figura 12.
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Figura 12. Teste de cDNA com o primer da beta actina. Apés a sintese de cDNA as amostras foram
testadas por PCR- RT utilizando o primer da beta actina. A amplificacdo desse gene confirmava a viabilidade

da amostra para andlises futuras.

4.6. Reacdo de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)

A deteccdo de amplificacdo em tempo real foi feita no equipamento Step One Plus
(Applied Biosystems) onde foi utilizado o reagente SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems), que emite sinal de fluorescéncia ao intercalar com DNA dupla- fita. Os
primers foram desenhados através do programa "Primer Express" (Applied Biosystems) e

analisados no programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para verificacdo das condi¢des

de formacdo de estruturas como hairpins e dimers. Como controle, primers para
amplificagdo do gene da p-actina. Em todos os casos foram feitos controles negativos, com
agua estéril substituindo a amostra. As amostras foram amplificadas em duplicatas. As
reacOes foram preparadas em placas de 96 pogos com tampas plasticas que permitem a
passagem de luz. O programa usado foi: 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos de 95°C por
15 s e 60°C por 1 min. Apos a amplificagéo, a curva de melting foi determinada, através da


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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variacdo de temperatura de 95°C por 15s, 60°C por 1 min e novamente 95°C por 15s. Os
primers utilizados neste estudo estéo listados na tabela 3.

A quantificacdo dos resultados se baseia na derivacdo da formula 274%°T. As
amostras estudadas tiveram a expressdo relativa determinada. Os dados de Ct foram
exportados para uma planilha no programa Excel (Microsoft Corporation) e, ento,
analisados. O ACt foi calculado utilizando as diferencas na média de Ct entre os genes
alvos e seus controles enddgenos. Apos, o A4Ct foi calculado em relacdo a uma situacao
considerada como referéncia, que constitui a amostra calibradora. Em seguida, procede- se
calculando 0 24T,

4.7. PadronizagOes para o PCR quantitativo em tempo real

4.7.1. Concentragdo de Primer

A concentracdo Otima do primer utilizado na gRT-PCR, deve ser minima o
suficiente para permitir a duplicacdo de todas as cdpias do gene presentes na amostra. Para
isso, utilizando a mesma quantidade de amostra, foram feitas reacfes contendo cada um dos

primers (foward e reverse) nas concentragdes finais apresentadas na tabela 2.

Tabela 2. Matriz para Padronizacdo da Concentracio Otima de Primers Foward e Reverse

Primer Reverse (nM)
g 100 150 300
LE TE:\ 100 100/ 100 100/ 150 100/ 300
g 150 150/100 150/ 150 150/ 300
a 300 300/100 300/ 150 300/ 300

A concentracéo ideal foi aquela em que o gene de interesse obteve o menor valor de
Ct (ciclo threshold), maior ARn (variagdo de fluorescéncia) e ndo apresentou formacao de
dimeros, mesmo nos pocos com NTCs (no-template controls). Na tabela 3 estdo listadas as
sequéncias e concentracBes Otimas dos primers utilizados na amplificacdo dos genes de

estudo. As figuras 13, 14 e 15 mostram o exemplo do primer PRDX1, em que a
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concentracdo que apresentou as melhores condi¢des foi 300 Foward / 300 Reverse. O

mesmo procedimento foi realizado para todos os primers de PRDXs e para 0 gene

enddgeno B-actina.
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Figura 13. Determinacéo da concentragéo otima dos primers foward e reverse PRDX1. A) curvas para as
diferentes concentracBes listadas na Tabela 1. B) duplicata da curva para a concentracdo escolhida

(300F/300R), a qual apresentou menor Ct, maior ARn, sem formagdo de dimeros.
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Figura 14. Curva de melting PRDX1. O pico Unico que aparece na figura préximo a 81°C mostra a

especificidade da amplificacdo, em que picos a temperaturas distintas indicariam bandas inespecificas ou

ocorréncia de dimeros.
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gue ndo héa contaminacdo do primer . B) A Curva de melting confirmando a auséncia de contaminantes.

Tabela 3. Sequéncias e concentragdes 6timas dos primers utilizados no real-time PCR (gRT-PCR)

Primer Sequéncia Concentragdo
PRDX1F TGTAAATGACCTCCCTGTTGG 300nM
PRDX1R TATCACTGCCAGGTTTCCAG 300nM
PRDX2F CTGTTAATGATTTGCCTGTGGG 100nM
PRDX2R TGGGCTTAATCGTGTCACTG 300nM
PRDX3F TCCCACTTTAGCCATCTTGC 100nM
PRDX3R GTAGTCTCGGGAAATCTGCTTAG | 300nM
PRDXA4F CGTTTGGTTCAAGCATTCCAG 300nM
PRDX4R CTTTTGGCGACAGACTTGAAG 150nM
PRDX5F AGAAGGGTGTGCTGTTTGG 100nM
PRDX5R TCATTAACACTCAGACAGGCC 100nM
PRDX6F TGCCACCCCAGTTGATTG 100nM
PRDX6F TTCACCAAAGAGCTCCCATC 100nM
B ACTINA - F AGGCCAACCGCGAGAAG 150nM
B ACTINA -R ACAGCCTGGATAGCAACGTACA 150nM
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4. 7. 2. Eficiéncia de Reagado

Para que a reacdo de gqRT-PCR seja confiavel e reprodutiva sdo necessarias
condicdes otimas de reacdo, onde as amplificacbes apresentem 100% de eficiéncia a cada
ciclo de amplificacdo, ocorrendo duplicacdo da amostra. Apds determinadas as
concentracdes ideais dos primers foram realizadas diluicbes seriadas de uma amostra
conhecida para avaliar a eficiéncia do experimento, a qual é indicada pela inclinacdo
(slope) da curva padrdo. Utilizou- se dilui¢Bes seriadas de amostras de cDNA de cultura de
K562 (linhagem celular eritroleucémica Ph*), que apresenta expressdo de todos os genes
analisados. Uma eficiéncia de 100% resulta em uma curva padrdo com slope de -3,32. A
eficiéncia de amplificacdo é dada pela formula E= 10011 Qutros parametros como R?
e Y- intercept (ponto em que a curva corta 0 eixo Y) também sdo obtidos neste experimento
e foram cuidadosamente avaliados. Para ser considerado eficiente, um primer deve
apresentar valor de eficiéncia entre 95 — 105%, R? > 0,99, slope proximo a -3,32 e Y-
intercept maior que 32. A curva de melting também foi analisada para verificar a formacao
de dimeros ou amplificacGes inespecificas, representadas pelo aparecimento de mais de um
pico. Depois de obtidos e analisados os parametros citados € determinado um threshold que
serd utilizado nas analises posteriores (figura 16).
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Figura 17. Curva de melting da PRDX1. O pico Unico que aparece na figura proxima a 82°C mostra a

especificidade da amplificacdo, em que picos a temperaturas distintas indicariam bandas inespecificas ou
ocorréncia de dimeros.

Para todos os primers citados anteriormente foi realizado o mesmo procedimento, e

na tabela 4 esta identificado os parametros de maior importancia.

Tabela 4. Parametros de importancia para os primers caracterizados.

Primer Threshold Eficiéncia(%) Slope

BAC 0,100616 97,441 -3,385
PRDX1 0,082963 101,702 -3,382
PRDX2 0,068407 98,044 -3,37
PRDX3 0,036544 95,097 -3,445
PRDX4 0,034823 95,112 -3,445
PRDX5 0,103905 98,27 -3,364
PRDX6 0,064225 100,324 -3,314




67
4.8. Analise dos niveis de Espécies Reativas de Oxigénio (EROSs)

Estudos relatam que existe uma forte correlacdo entre os niveis de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs) e a expressdo das peroxirredoxinas, como j& descrito

anteriormente.

4.8. 1. Separacdo de Células Vermelhas

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo com EDTA e centrifugadas
por 10 minutos a 500g para remocdo do plasma e “buffycoat” leucocitario. As células
foram lavadas 3 vezes e ressuspensas em PBS (Salina fosfatada tamponada) e centrifugadas
a 700g, 600g e 480g respectivamente, sendo entdo, ressuspensas com 1 mL de PBS para
contagem de ceélulas vermelhas no contador automético Cell-Dyn 1700 (ABBOT, IL,
USA). A concentraco final foi ajustada para 4x10%cel/mL. Para determinacéo da producéo
de ROS, as células vermelhas foram ressuspendidas em PBS (1X) em uma concentracdo de

1x108 células/mL.

4.8.2. Determinacédo do conteudo de EROs nos eritrdcitos

As células foram incubadas com 0,5uL de 2,7- Diclorodihidrofluresceina-diacetato
(DCFH-DA) (Invitrogen, Life Technologies). O DCFH-DA difunde-se para dentro das
células, e no citosol é deacetilado por esterases intracelulares, produzindo um composto ndo
fluorescente DCFH. A oxidacdo do DCFH por EROs produz um composto altamente
fluorescente 2,7 diclorofluoresceina (DCF). Desta forma através da fluorescéncia, a
producdo de EROs pode ser quantificada (Amer et al. 2003; Amer et al. 2004). Apo6s
incubacdo das células vermelhas (30 minutos) em atmosfera de 5% de CO2 a 37°C, as
células foram centrifugadas (5 minutos a 1600 rpm) lavadas e ressuspendidas em PBS (1X).
O conteudo de EROs nas células foi analisado por citometria de fluxo (FACS-calibur,
Becton-Dickinson, Immunofluorometry systems, Mountain View, CA, USA) com
aquisicdo de 10.000 eventos, utilizando o programa CellQuest para anélise da intensidade

média de fluorescéncia (MFI).
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4.9. Western blotting

A andlise diferencial da abundéancia protéica foi avaliada através da técnica de
western blotting para verificar se existe correlacdo entre os niveis de RNA mensageiro e a
das proteinas.

4.9.1. Extracdo e quantificacdo de proteinas

As proteinas totais foram extraidas da papa de hemécias de pacientes e controles.
Amostras de sangue periférico (4mL) foram coletadas em tubo com EDTA e transferidas
para tubo Falcon de 15mL. Apds centrifugacdo em 3.000 rpm, 10 minutos a 4°C, o plasma
e 0 buffy coat foram descartados e foi adicionado 5x o volume de solucdo de lise de
hemacias (0.144M NH4CI; 0.01M NH4HCO3). As amostras foram incubadas 40 minutos
em gelo, com agitacdo vigorosa a cada 5 minutos. Apos centrifugacdo de 12.000g por 20
minutos a 4°C, o sobrenadante contendo hemacias lisadas foi transferido para novo tubo e
as proteinas foram quantificadas no espectrofotbmetro iMark™ Microplate Absorbance
Reader (Bio- Rad) de acordo com o método de Bradford. Apés estabelecer a mesma
concentracdo de proteinas para todas as amostras (50 pg/pogo), foram adicionados a elas
tampdo desnaturalizante de Laemmli (100mM tris-HCI pH6.8, 4% p/v SDS, 20% v/v
glicerol, 0,2% de azul de bromofenol) e estas foram desnaturadas em banho-maria a 100°C

por 5 min.

4.9.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS

As proteinas foram separadas por SDS-PAGE em condi¢bes desnaturantes e
redutoras. Os geéis de poliacrilamida utilizados na eletroforese possuiam 4 % (gel de
entrada) ou 12% (gel de separagéo), com 1,0 mm de espessura. Foram adicionados 50pug de
proteina por poco.

A eletroforese foi realizada com o marcador de peso molecular (10 — 170kd)
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific), para possibilitar a

identificacdo por peso molecular das proteinas de interesse. A corrida foi realizada a 150
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volts, em um tempo de aproximadamente 1 hora e 30 min. (The Mini Trans-Blot cell - Bio-
Rad). O tampdo de corrida utilizado (750ml) era composto por Trisma base (25 mM),
glicina (192 mM) e SDS (0,1 g%). Apos a corrida, o gel foi incubado em tampédo de
transferéncia (48mM Tris, 39mM glicina, 20% v/v metanol) por 30 minutos, a membrana e
os filtros de transferéncia também foram incubados no tampéo citado acima por 5 minutos.

As proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio- Rad) a
15 Volts durante 50 minutos pelo método semi- seco (Trans-Blot SD semi-dry cell — Bio-
Rad). Em seguida, a membrana foi bloqueada overnight com 9% p/v de leite desnatado em
TBS-T (50mM Tris, 150mM NaCl, pH=8, contendo 0,1% v/v de Tween 20). Ao fim do
bloqueio, a membrana foi lavada com TBS-T por 4X de 5 min. cada e incubada com
anticorpo primario (listados na tabela 5) por 4 horas em temperatura ambiente sob agitacéo,
a seguir a membrana foi novamente lavada com TBS-T por 4X de 5 min. cada e incubada
com anticorpo secundéario conjugado com a enzima HRP (listados na tabela 5) por 2 horas
em temperatura ambiente sob agitacdo. Todos os anticorpos foram diluidos em solugédo
tampéo TBS-T.

Depois de lavada (TBS-T por 4X de 5 min. cada), a membrana foi incubada com um
reagente de deteccdo da atividade da HRP (Amersham™ ECL ™ Prime Western Blotting
Detection Reagent - GE Healthcare ) por quimioluminiscéncia de acordo com as instrucoes
do fabricante. As bandas foram visualizadas e fotografados usando o aparelho ChemiDoc
da Bio-Rad ou imediatamente expostas a filme Hiperfilm, por curtos intervalos de tempo
para obtencdo de uma imagem radiogréfica adequada. A andlise quantitativa por
densitometria foi realizada através do programa Image Lab™ Software (Bio- Rad).



70

Tabela 5. Anticorpos utilizados na técnica de western blotting

Anticorpo Tipo Reatividade | Hospedeiro Diluicao Fornecedor
Primérios
Anti- PRDX1 Monoclonal | Human Mouse 1:5.000 Abnova
Anti- PRDX2 Monoclonal | Human Mouse 1:5.000 Abnova
Anti- PRDX3 Monoclonal | Human Mouse 1: 5.000 Abnova
Anti- PRDX4 Monoclonal | Human Mouse 1:5.000 Abnova
Anti- PRDX5 Monoclonal | Human Mouse 1:5.000 Abnova
Anti- PRDX6 Monoclonal | Human Mouse 1: 5.000 Abnova
Anti- GAPDH Policlonal Human, Dog, | Goat 1: 4.500 Biorbyt
mouse
Secundarios

Goat anti-Mouse | Policlonal Mouse Goat 1: 20.000 Biorbyt
1gG (HRP)

Rabbit anti-Goat | Policlonal Goat Rabbit 1: 20.000 Biorbyt
IgG (HRP)

4.10. Cultura de células CD34"

Para simular esse processo de diferenciacdo celular in vitro, utilizamos o método de
cultura de células CD34". Para isso, células mononucleares de sangue periférico obtidas a
partir da coleta de sangue de doadores e pacientes, foram isoladas por centrifugacdo em
gradiente de Ficoll-Hypaque. A camada de células da interface do gradiente foi coletada e o
isolamento das células CD34" foi feito utilizando o Kit Indirect CD34" Progenitor Cell
Isolation Kit (MACS cell isolation kit) seguindo as orientacdes do fabricante. Estas células
foram cultivadas em meio Metil Celulose H4230 (Stem cell technologies), adicionado de
20 ng/ul de IL-3, 3 U de Eritropoetina (EPO) e 50 ng/ul de Stem Cell factor na temperatura
de 37°C, numa atmosfera Umida com 5% de CO2 por sete dias. Em seguida as células
foram coletadas e cultivadas em meio liquido Alfa-MEM (Invitrogen) suplementado com
30% de Soro Fetal Bovino, e adicdo de BSA, holo-transferrina humana, beta-

mercaptoetanol, EPO (2U/ml). Foram retiradas amostras no inicio meio e fim, nas fases de
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proeritroblasto (7° dia de cultura), eritroblasto basofilico (10° dia) e eritroblasto
ortocromético (13° dia), respectivamente, do processo de proliferagdo para a extracdo de

RNA para andlises do perfil de expressao da familia das peroxirredoxinas.

4.11. Andlise estatistica

Os dados sdo apresentados com media + SEM e foram comparados com teste t
Mann Withney utilizando o GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.). Valores de p

<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1. Comparacéo dos niveis de Espécies Reativas de Oxigénio

Para efetuar as analises dos niveis de espécies reativas de oxigénio as amostras de
sangue periférico necessitam ser processadas, de acordo com o protocolo ja descrito na
secdo de materiais e métodos, imediatamente apds a coleta. Portanto, 0s experimentos de
citometria de fluxo foram gentilmente realizados em parceria com a Universidade Estadual
de Campinas (Unicamp). Os niveis de EROs foram mensurados no sangue periférico de trés
diferentes grupos: um grupo composto por individuos sadios (control; n=3), os quais
representaram o grupo controle, um grupo de pacientes com beta talassemia (Btal; n=3) e
um grupo de pacientes com anemia falciforme (SCD; n=3). As células foram incubadas
com DCFH- DA, que se difunde para o interior das células, onde é deacetilado produzindo
DCFH, um composto nao fluorescente, mas que ao ser oxidado por espécies reativas de
oxigénio produz DCF, que € altamente fluorescente, permitindo assim, que a producéo de
EROs seja quantificada com base na intensidade da fluorescéncia emitida. Os resultados
obtidos mostraram significativo aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio em
pacientes beta talassémicos, 410 + 17,3 quando comparados ao grupo controle de
individuos sadios, 48,8 + 6.39. Nossos dados também apresentaram um aumento, apesar de
menos acentuado, em pacientes com anemia falciforme, 87,4 + 21.9 também em relacéo ao
grupo controle (figura 18). Estes achados corroboram os dados obtidos por Bezerra (2009),
que analisou a producdo de EROs em diferentes tipos de células do sanguineas (neutrofilos,
células mononucleares e eritrocitos) de pacientes com anemia falciforme e beta talassemia.
Os resultados mostraram aumento na producdo de EROs em todos os tipos celulares em

ambas anemias hemoliticas.
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Figura 18. Analises dos niveis de espécies reativas de oxigénio. Em compara¢do ao grupo controle os
niveis de EROS mostraram acentuado aumento em beta talassémicos, enquanto que em pacientes falciformes

estes indices apresentaram um aumento menos acentuado.

5.2. Caracteristicas dos grupos analisados

Foram avaliados 13 individuos sadios que representaram o grupo controle, 17
pacientes com anemia falciforme, 12 com beta talassemia intermediaria; 6 com beta
talassemia maior e 5 com beta talassemia menor. Os dados apresentados abaixo foram
obtidos com base nas informacbes fornecidas pelos participantes deste estudo e pelo
biomédico responsavel pela coleta das amostras de sangue periférico e foram registrados
em uma ficha de avaliacdo com modelo disponivel no anexo 1.

Os dados da tabela 6 apresentam as idades minimas e maximas para um cada um
dos grupos em estudo assim como suas idades médias seguidas de erro padrdo. A tabela 7

se refere ao género dos individuos de cada grupo.
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Tabela 6. Faixa Etaria dos grupos analisados

GRUPOS IDADES IDADE MEDIA
Controle 22242 28 £1,67
Falciforme 3ad4r7 19,23 +2,78
Bintermediaria 8a62 36,3 +5,36
Bmaior 3a34 23,33 +£5,30
Bmenor 24 a 60 33,6 + 6,66

Tabela 7. Género dos individuos estudados

GRUPOS MASCULINO | FEMININO TOTAL
Controle 6 7 13
Falciforme 7 10 17
Bintermediaria 6 6 12
Bmaior 3 3 6
Bmenor 3 2 5

A tabela 8 lista os hapldtipos dos individuos com anemia falciforme que
participaram do presente estudo. Sendo, CAR= Bantu ou Republica centro africana; Ben=

Benin; Cam= Camardes; Sen= Senegal; ATP= Atipico.

Tabela 8. Haplétipos dos pacientes com anemia falciforme
HAPLOTIPOS N° DE INDIVIDUOS

CAR/CAR 3
BEN/BEN

CAR/BEN

CAR/CAM

CAR/ATP

NAO GENOTIPADOS

®| k| k| W -
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Os pacientes beta talassémicos foram divididos em trés grupos de acordo com sua
classificacdo fenotipica, sdo eles: beta talassémicos menores, maiores e intermediarios.
Com relacdo ao genoOtipo, nenhum dos individuos com beta talassemia menor foi
genotipado até o momento. O grupo de pacientes com beta talassemia intermediaria era
composto exclusivamente por individuos portadores da mutacBes IVS- I- 6/IVS- |- 6
(B*/B"). As mutacBes e respectivos gendtipos dos beta talassémicos maiores estdo

relacionadas na tabela 9.

Tabela 9. Genétipos dos pacientes com beta talassemia maior

MUTACAO GENOTIPO N° DE INDIVIDUOS
CD39/CD39 pY/p° 1
IVS- I-5/IVS- 1- 6 p/p* 1
IVS- I- 6/ IVS- |- 5 p/p* 1
IVS- I- 6/IVS- 1- 110 B/p* 1
IVS- I- 1/IVS- 1- 6 pY/p* 1
NAO GENOTIPADOS BB’ 1

Outras informacdes também foram solicitadas aos pacientes e controles:
- tabagismo, alcoolismo, outros: nenhuma informagéo relevante foi relatada por qualquer
um dos grupos.
- prética regular de atividades fisicas: controles = 4 de 13; falciforme = 8 de 17; Binter = 3
de 12; Pmaior =4 de 6; fmenor = 1 de 5.
- patologias associadas: controle = nenhum relato; falciforme = 3 (2 AVCs e 1 cardiopata);
Binter = 4 (cardiopatas); Bmaior = nenhum relato; Bmenor = 2 (hipertensos).
- medicacdo: controle = nenhum relato; falciforme = 15 (7 acido folico; 3 acido félico +
quelante de ferro; 5 acido folico + hidroxiuréia); Binter = 10 (4 4cido f6lico; 1 hidroxiuréia,
3 éacido fdlico + quelante de ferro; 1 acido fdlico + hidroxiréia; 1 quelante de ferro +
hidroxiuréia); Pmaior = 6 (2 quelante de ferro; 4 4cido folico + quelante); Pmenor =
nenhum relato. Adicionalmente, foi relatado o uso de medicacdo especifica para as
patologias associadas citadas, como anti-hipertensivos e remedios para o tratamento de

doencas cardiovasculares.
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5.3. Andlise da expressdo génica da familia de peroxirredoxinas em reticulécitos de

individuos sadios e com anemias hemoliticas

As analises de expressdo génica das peroxirredoxinas foram feitas por PCR em
tempo real, que permite 0 monitoramento optico da fluorescéncia do produto de PCR ciclo
a ciclo e pode ser usada na quantificagdo da expressao génica. Contudo, em todos 0s grupos
estudados detectou-se a expressdo apenas das isoformas das PRDXS 1, 2, 5 e 6. As
isoformas de PRDX3 e PRDX4 ndo foram encontradas nos reticulécitos de nenhum dos
grupos. As amostras foram amplificadas em duplicatas e em todos os ensaios foram feitos
controles negativo para verificar possiveis contaminagfes. A quantificagdo dos resultados
foi realizada utilizando a derivacéo da formula 244",

A expressdo génica das peroxirredoxinas foi analisada nos reticuldcitos dos
seguintes grupos: individuos sadios (cont; n= 13), pacientes com anemia falciforme (SCD;
n= 17), pacientes com beta talassemia intermediaria (Binter; n= 12), beta talassemia maior
(Bmaj; n= 6) e beta talassemia menor (Bminor; n= 5). Os resultados obtidos mostram
aumento na expressdo da PRDX1 em pacientes beta talassémicos intermediarios e maiores e
diminuicdo em pacientes com anemia falciforme quando comparados ao grupo controle
(figura 19A). Em relacdo a PRDX2, ndo foi encontrado diferenca significativa em
individuos com anemia falciforme, beta talassemia intermedidria e maior, contudo,
relevante diferenca foi encontrada em beta talassémicos menor em relacdo ao grupo
controle. E importante salientar que apesar de ndo encontrarmos uma diferenca
significativa, observamos uma importante reducdo na expressdo deste gene em pacientes
intermediarios (figura 19B). Com relacdo a PRDX5 ndo foi observada diferenca
significativa em nenhuma das anemias (figura 19C). Ambas as doencas mostraram reducao

da expressao da PRDX6, exceto em pacientes com beta talassemia menor (figura 19D).
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Figura 19. Andlise da expressdo génica das peroxirredoxinas em reticulécitos de individuos sadios e
com anemias hemoliticas. (A) a PRDX1 mostrou aumento em pacientes beta talassémicos intermediarios
(Binter = 4,12 £+ 1,07; *p= 0,04) e maiores (Bmaj = 4,62 + 1,82; *p= 0.03) e diminuicdo em pacientes com
anemia falciforme (SCD = 0,47 + 0,18; *p= 0.013) quando comparados ao grupo controle (cont). (B) a
PRDX2 ndo apresentou diferenca significativa em individuos com anemia falciforme (2,70 + 0,55; p= 0,17),
beta talassemia intermediéria (0,94 + 0,24; p= 0,20) e maior (2,10 + 0,53; p= 0,31), contudo, relevante
diferenca foi encontrada em beta talassémicos menor (0,40 + 0,11; *p= 0,018) em relacdo ao grupo controle
(1,49 £ 0,29). (C) Para a PRDX5 néo foi observada diferenca significativa em nenhuma das anemias: cont
(2,58 £ 1,22); SCD (1,32 £+ 0,35; p=0,42); Binter (0,68 £ 0,28; p= 0,06); Bmaj (1,27 £ 0,46; p=0,62); Bminor
(0,87 £ 0,15; p=0,92). (D) Ambas as doengas mostraram reducéo da expressdo da PRDX6, cont (1,59 + 0,38),
anemia falciforme (0,21 + 0,04; ***p= 0,0002), beta talassemia intermediaria (0,25 + 0,07; ***p= 0,0008),
beta talassemia maior (0,10 + 0,05; *p= 0,01) exceto em pacientes com beta talassemia menor (0,73 + 0,19;
p=0,13).
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5.4. Analise proteica das peroxirredoxinas no lisado celular de individuos sadios e com

anemias hemoliticas

Foram analisadas as peroxirredoxinas 1, 2 e 6; a PRDX3, PRDX4 e PRDX5 nao
foram detectadas no lisado celular de pacientes e controles. Como controle endégeno foi
utilizado o GAPDH. A comparacdo da expressdo proteica das peroxirredoxinas em
individuos saudaveis e pacientes com anemia falciforme, sugere a reducéo na expressao das
PRDXS 1 e 2 e uma potencial reducdo da PRDX6 em pacientes falciformes. As
comparagOes entre controles, pacientes com beta talassemia intermediaria, maior e menor,
sugerem reducdo na expressdo das proteinas de PRDX1 e PRDX6 em beta talassémicos
intermediarios e aumento da PRDX2 em pacientes com beta talassemia maior e menor. Nao
foram detectadas diferencas aparentes na expressdo da PRDX2 entre controles e beta
talassémicos intermediarios e também na expressdo das PRDXS 1 e 6 quando comparados
individuos sadios e beta talassémicos maiores e menores. Estes dados estdo demonstrados

na figura 20 e 21 respectivamente.

CONTROLX SCD

01 02 03 04 05 06
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PRDX6

Figura 20. Anélise de western blotting em controles e pacientes com anemia falciforme. Nossos
resultados sugerem uma reducdo na expressdo das PRDXS 1 e 2 e uma potencial reducdo da PRDX6 em

pacientes falciformes (4-8) em comparagdo com o grupo controle de individuos saudaveis (1-3).
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Figura 21. Andlise de western blotting beta talassémicos. Os resultados comparativos da expressao
proteica entre os controles (1-3), beta talassémicos intermedidrios (4-5), maiores (6-7) e menores (8-9),
sugerem reducdo na expressdo de PRDX1 e PRDX6 em pacientes com beta talassemia intermediaria e

aumento da PRDX2 em beta talassémicos maiores e menores.

5.5. Analise da expressdo génica das peroxirredoxinas em culturas de individuos

sadios e beta talassémicos

As andlises de cultura celular foram gentilmente realizadas em parceria com a
Universidade Estadual de Campinas (Unicamp). Foram feitas culturas de células CD34" de
individuos saudaveis e beta talassémicos e retiradas amostras para analise no 7°, 10° e 13°
dia. As andlises do perfil de expressdo génica da familia de peroxirredoxinas mostraram
expressao similar para a PRDX1 e PRDX6 em ambos 0s grupos. A PRDX2 mostrou
aumento de expressdo no 10° e 13° dia em controles e pacientes, contudo esse aumento foi
sugestivamente mais acentuado em controles. Com relagdo a PRDX3, esta aumentou em
controles no 10° e decai no 13° enquanto que em talassémicos sua expresséo foi constante.
A PRDXS5 apresentou reducgdo no 7° em relacdo ao controle, porém a partir do 10° os perfis
de expressao tornaram- se similares. A PRDX4 ndo foi detectada em nenhum dos grupos

estudados. Estes resultados estdo expostos na figura 22.



80

PRDX1 PRDX2
2.5- 12,5+ s
2.0 - 10.04
-« -
= > e
S 154 s 754
e 2.1 .-. ——
(&) o -
T 1.04 o 5.0
=3 =3
w w
0.54 2.54 E _
sl 2 - 111111 I 222 X
CONT7 CON T7 CONT10 CONT13 TAL7 TAL10 TAL13
PRDX3 PRDX5
5+ = 3.5- e
44 3.04
> S 2.5-
S 34 c
=2 S 2.04
o o
o 24 = 15-
S 7] 1 ° 104
sl 1 B
olE A D) oo N
CONT7 CONT10 CONT13 TAL7 TAL10 TAL13 CONT7 CONT10 CONT13 TAL7 TAL10 TAL13
PRDX6
ta
54
-
E NN
T10 CONT13 TAL7 TAL13

Figura 22. Anélise da expressdo génica das peroxirredoxinas em culturas de individuos sadios e beta
talassémicos. As analises do perfil de expressdo génica das peroxirredoxinas mostrou expressao similar para
as PRDXS 1 e 6. A PRDX2 mostrou menor aumento em células de talassémicos em relagdo ao grupo controle.
A PRDX3 apresentou aumento em controles no 10° e decaiu no 13° enquanto que em talassémicos sua
expressdo foi constante. Ja a PRDX5 mostrou redugdo no 7° quando comparada ao controle, contudo a partir
do 10° os perfis de expressdo tornaram- se similares. A PRDX4 néo foi detectada em nenhum dos grupos

analisados.
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6. DISCUSSAO

Como ja descrito anteriormente, as EROs podem causar profundas lesdes nos
eritrécitos, diminuindo seu periodo de vida Util, especialmente em paciente com anemia
falciforme e talassemias. Suple-se que o0s eritrocitos falciformes se encontrem
constantemente sob estresse oxidativo e, portanto liberem produtos de degradacdo da HbS
como os complexos Fe?* e Fe**, os quais atacam a membrana do eritrdcito, catalisando a
destruicdo de hidroperoxidos lipidicos e formando os radicais alcoxil e peroxil (BECKER
et al., 2004). A formagdo destes radicais agrava as lesdes em virtude dos sucessivos
processos de novos ciclos de peroxidacao lipidica, levando a liberacdo de aldeidos como o
malondialdeido (MAD) e alquenos como o0 4-hidroxi-2-noneal (4-ANE) (DAILLY et al.,
1998; CESQUINI et al., 2003).

Existe uma taxa "fisiolégica" normal de formacdo de meta-hemoglobina nos
glébulos vermelhos que proporciona uma fonte continua para a producdo de superoxido que
por sua vez gera peréxido de hidrogénio como subproduto da dismutacdo (FREEMAN e
CRAPO, 1982). Observou-se que em preparacfes de hemoglobina obtidas a partir de
células vermelhas de pacientes com anemia falciforme (HbS) que a auto-oxidacdo da
hemoglobina é 1,7 vezes mais rapida do que na hemoglobina normal (HbA) (HEBBEL et
al., 1988; ASLAN; THORNLEY-BROWN; FREEMAN, 2000). Além disso, foi relatado
que os eritrocitos falcizados geram, aproximadamente, duas vezes mais anion superoxido,
peroxido de hidrogénio, radicais hidroxila e produtos de oxidacdo de lipidios em
compara¢do com o0s eritrocitos contendo HbA (HEBBEL et al., 1982; ASLAN;
THORNLEY-BROWN; FREEMAN, 2000).

Corroborando com a literatura, nossos resultados também evidenciam um aumento
nos niveis de espécies reativas de oxigénio em pacientes acometidos com anemia
falciforme em comparacdo com individuos sadios. S&o crescentes as evidéncias que
apontam a resposta ao estresse oxidativo como responsavel pelo agravamento da
fisiopatologia de disfunc¢des secundarias em decorréncia da anemia falciforme (STUART e
NAGEL, 2005; BELCHER et al., 2010). Varios mecanismos moleculares tém sido
propostos para contribuir para os elevados niveis de oxidantes em pacientes com anemia
falciforme, alguns destes incluem os niveis excessivos de hemoglobina livre que catalisam

a reacdo de Fenton (CHIRICO e PIALOUX, 2012), as recorrentes lesdes causadas pelo
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processo isquemia-reperfusdo que promovem a ativagao do sistema xantina-xantina oxidase
e, como anteriormente citado, a maior oxidacdo da HbS gerando espécies reativas de
oxigénio (OSAROGIAGBON et al., 2000; ASLAN; THORNLEY-BROWN; FREEMAN,
2000). Além disso, a resposta pro-inflamatoria crénica em pacientes falciformes, a qual é
induzida pelo constante recrutamento de neutréfilos e mondcitos também desempenha um
importante papel na geracdo das EROs (RAMOS et al., 1992; QUEIROZ e LIMA, 2013).
Sendo assim, as EROs podem ndo somente ser marcadores potenciais da gravidade da
doenca falciforme, mas também importantes alvos para a terapia antioxidante (NUR et al.,
2011; QUEIROZ e LIMA, 2013).

Nossos resultados apontam também para um aumento exacerbado da producdo de
EROs em pacientes beta talassémicos. Nesses pacientes, o excesso de cadeias de alfa
globina desemparelhadas nos eritrocitos formam tetrameros instaveis que se dissociam em
mondmeros e depois, seguidos por uma alteracdo de sua estrutura terciéria, sdo oxidados,
primeiramente a metahemoglobina e apds para hemicromos que precipitam com o tempo.
Os passos seguintes incluem a liberacdo do grupamento heme e do ferro e a precipitacdo de
fracdes da proteina globina, incluindo a membrana plasmatica. O resultado dessa cadeia de
eventos, catalisada pelo ferro livre, aumenta a formagdo de EROs com uma variedade de
efeitos deletérios sobre os lipidios e proteinas de membrana, incluindo a oxidacdo da
proteina de membrana 4.1 e a diminuicdo da proporc¢do de espectrina / banda 3 (FIBACH,
RACHMILEWITZ, 2008).

Ao se comparar culturas de precursores eritrdides beta talassémicos e normais,
ambas cultivas sob iguais condi¢Oes e concentracfes de ferro, pode-se observar aumento
nos niveis de EROS nos glébulos vermelhos de talassémicos, principalmente nos estagios
finais de maturacdo (FIBACH, RACHMILEWITZ, 2008). Estes resultados indicam que o
aumento na geracdo de EROs se deve a fatores ambientais como o excesso de ferro, bem
como por fatores intracelulares, tais como a instabilidade da hemoglobina e a liberacdo do
grupamento heme. Adicionalmente, o estresse oxidativo desenvolvido em precursores
eritroides talassémicos foi associado ao aumento da apoptose manifestado pela
externalizacdo da fosfatidilserina, sugerindo que o estresse oxidativo é responsavel pela
eritropoese ineficaz (FIBACH, RACHMILEWITZ, 2008). Outros estudos prévios

demonstraram que em eritrocitos beta talassémicos a autoxidacdo da hemoglobina, a
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liberacdo do grupo heme e a geracdo de O, é aproximadamente oito vezes maior que em
eritrocitos com Hb normal (BUNN e JANDL, 1967; BRUNORI et al., 1975; JOSHI et al.
1983; SCOTT et al., 1993).

Como dito anteriormente, os niveis de EROs encontrados no sangue periféricos de
pacientes beta talassémicos em nosso trabalho corroboram os achados citados acima, visto
que, em comparagdo ao grupo de individuos sadios 0s niveis de espécies reativas de
oxigénio mostraram acentuado aumento no grupo de beta talassémicos. Outra contribuicdo
para o estresse oxidativo nos glébulos vermelhos é a sobrecarga de ferro causada pela
terapia de transfusGes sanguineas, especialmente em pacientes beta talassémicos maiores.
Conforme esta carga aumenta, ocorre um acumulo de ferro no organismo, uma vez que a
capacidade de ligacdo da transferrina é limitada (cada transferrina é capaz de se ligar a
apenas 2 atomos de ferro), isto pode causar sobrecarga de ferro nos tecidos, danificando
Orgaos vitais, como coracdo, figado, e glandulas enddcrinas. Entdo, esta sobrecarga de ferro
é responsavel pelo efeito mais danoso das talassemias, tornando a terapia quelante o maior
foco na terapéutica dessa doenca (KUSHNER; PORTER; OLIVIERI, 2001; RIVELLA,
2009).

Neste contexto, a eficiéncia do sistema antioxidante é de vital importancia neste tipo
celular e dentre as trés classes de enzimas celulares capazes de decompor perdxidos
(catalase, glutationas e peroxirredoxinas), as peroxirredoxinas destacam-se pela abundancia
e grande reatividade com seus substratos. Além disso, varios estudos tem relatado a
correlacdo dos niveis de EROs com a expressao destas enzimas. Nos globulos vermelhos a
PRDX2 € a terceira proteina mais abundante e provavelmente um dos principais
citoprotetores eritrocitarios contra o estresse oxidativo (JOHNSON; GOYETTE;
RAVINDRANATH, 2005). Adicionalmente, os eritrocitos também possuem as isoformas
das PRDX1 e PRDX6, porém em menor quantidade que a PRDX2 (LOW et al., 2007). A
PRDX1 apresenta 91% de homologia com a PRDX2, também é citosélica, tem 0 mesmo
mecanismo catalitico e semelhante cinética de reacdo (CHAE et al., 1999). Muitos estudos
tém demonstrado que a PRDX1 possui fungdes como regulador celular em cascatas de
sinalizacdo mediadas por peroxido de hidrogénio (KANG et al., 1998; NEUMANN; CAO;
MANEVICH, 2009) e que pode proteger as células da morte celular induzida por EROs
(BAE et al., 2007; KIM et al., 2008).
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De modo geral, a expressao génica da PRDX1 é positivamente regulada pelos niveis
celulares de estresse oxidativo. Esta regulacdo ocorre via fator de transcricdo NF-E2 fator
relacionado 2 (Nrf2), o qual permanece inativo quando a proteina Keapl, sensivel ao
estresse oxidativo, se liga ao seu dominio N-terminal. Sob condicGes de estresse oxidativo
essa interacdo é desfeita e Nrf2 migra para o nucleo, onde ativa a transcricdo da PRDX1
(ITOH et al.,1999). Além da PRDX1, Nrf2 regula positivamente outras enzimas
antioxidantes e proteinas, tais como heme oxigenase-1 (HO-1), que é a enzima que catalisa
a degradacdo do grupo heme (ISHII; WARABI; YANAGAWA, 2012).

Os dados de analise da expressdo génica da PRDX1 em reticuldcitos de pacientes
com beta talassemia intermediéria e maior obtidos neste estudo mostraram significativo
aumento na expressdo deste gene quando comparados ao grupo controle composto por
individuos sadios, estes achados reforcam as informacgdes acima visto que, também neste
estudo foram observados niveis bastante elevados de EROs como ja descritos em detalhes
anteriormente. Contudo, a analise da expressdo proteica mostrou diminuicdo dos niveis
desta proteina em beta talassémicos intermediarios e ndo apresentou diferenca no grupo
com beta talassemia maior, sugerindo o envolvimento de mecanismos adicionais de
regulacédo, além do estresse oxidativo, que ainda ndo foram elucidados.

No caso de pacientes com anemia falciforme, os resultados obtidos tanto pelas
analises de expressdo génica quanto por western blotting mostraram reducdo nos niveis de
PRDX1 em relacdo ao grupo controle. Estes achados podem estar relacionados ao fato da
PRDX1 também ter sua expressdo modulada por lipopolissacarideos via cascata de
transducdo de sinal dependente de Oxido nitrico (NO) (IMMENSCHUH et al.,1999).
Diversos estudos tém sugerido que a biodisponibilidade de NO encontra- se reduzida na
anemia falciforme (ASLAN e FREEMAN, 2007; SONATI e COSTA, 2008). O NO é
produzido no endotélio vascular pela enzima endotelial 6xido nitrico sintase (eNOS) a
partir da arginina e tem a funcdo de regular a vasodilatacdo, atua como mediador da
resposta imune e anti- inflamatorio impedindo a liberag&o de histamina, também suprime a
expressao de molécula de adesdo do endotélio vascular-1 (VCAM-1), molécula de adeséo
intracelular-1 (ICAM-1) e E-selectina e que estdo aumentadas na anemia falciforme (WU et
al., 2000; COLEMAN, 2002; LEE et al., 2002). Sabe- se que a destrui¢do dos eritrdcitos
causa a liberacdo de hemoglobina no plasma e esta converte 0 NO em nitrato inativo. A lise
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de eritrécitos libera arginase que destréi a arginina, contribuindo para a diminuicdo da
concentracdo de NO (FIGUEIREDO, 2007). Em condicGes baixas concentracfes de
arginina, a eNOS é desacoplada em suas subunidades, produzindo EROs ao invés de NO,
reduzindo ainda mais a biodisponibilidade de NO e aumentando o estresse oxidativo em
pacientes com AF (XIA et al., 1996).

Adicionalmente, foi demonstrado que a PRDX1 pode ser secretada das células ap6s
ser estimulada com algumas citocinas, tais como TGF-p (fator de crescimento de células T-
beta) e IL-1 (interleucina-1) (CHANG et al., 2006; CATTERALL et al., 2006) que
encontram- se elevadas nos individuos com anemia falciforme (VILAS-BOAS et al., 2012;
KEIKHAEI et al., 2013), isto também pode estar relacionado a diminui¢do dos niveis
proteicos observados no presente estudo. Além disso, um trabalho recentemente realizado
por Han et al., 2012a, utilizando camundongos knockout para PRDX1 (PRDX1” °)
demonstrou que a deficiéncia desta proteina diminui a capacidade fagocitaria dos
macréfagos para a remogdo de eritrécitos danificados pelo estresse oxidativo. No mesmo
trabalho tambem foram descritos os efeitos aditivos da deficiéncia de PRDX1 em
concomitancia com a deficiéncia de PRDX2 em camundongos. A maioria dos
camundongos PRDX 17727 morreu dentro de 48 horas, sem uma razéo clara, contudo os
poucos que sobreviveram apresentaram anemia mais severa com niveis mais elevados de
formacao de corpos de heinz e EROs do que camundongos PRDX1”~ e PRDX2”" (HAN et
al., 2012a).

Paralelamente, a PRDX1 pode ligar-se a varias proteinas. No citoplasma, a PRDX1
tem funcBes anti- apoptoticas através de interacdes diretas ou indiretas com reguladores
chave de apoptose tais como ASK1 (apoptosis signal-regulating kinase 1), p66°™, GSTpi
(Glutathione S-transferase pi)/ JNK (jun N-terminal kinase) e c-Abl (KIM; KIM; LEE,
2008; GERTZ et al., 2009; KIM et al., 2006; WEN e VAN ETTEN, 1997), a reducdo desta
proteina observada em ambas as anemias hemoliticas estudadas no presente trabalho
sugerem que estas interacdes podem estar prejudicadas e consequentemente, seu papel na
protecdo contra a morte celular induzida pelo estresse oxidativo.

Com relagdo a PRDX2, esta teve sua importancia demonstrada em um estudo
realizado com camundongos PRDX2 knockout. Foi visto que, estes apresentavam elevados

niveis de espécies reativas de oxigénio, aumento da formacgéo de corpos de heinz e severa
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anemia hemolitica, sugerindo que esta enzima tem um importante papel na manutencéo das
celulas vermelhas do sangue. Deste modo, o equilibrio no balanco redox regulado pela
PRDX2 nos eritrécitos pode ser estimado como estreitamente associado as patologias
hematoldgicas, como a diminuicdo do tempo de vida dos eritrdcitos e a instabilidade da
hemoglobina (LEE et al. 2003). Recentemente, Han et al., 2012b relataram a capacidade da
PRDX2 em sua forma decamérica, de interagir com a Hb nos eritrécitos de camundongos.
Sob condicGes de elevado estresse oxidativo a Cysp da PRDX2 fica superoxidada
assumindo a forma de decameros que se ligam a Hb protegendo- a da desnaturacdo e da
agregacéo induzidas pelo dano oxidativo. Adicionalmente, foi demonstrado que a ligagéo
entre a PRDX2 e a Hb esta severamente prejudicada nas hemacias de pacientes com
talassemia e anemia falciforme, resultando no aumento significativo da agregacdo de Hb
por ataque de EROs (HAN et al., 2012b). Nossos dados de analise de expressdo génica
mostraram uma diminuigéo significativa em pacientes com beta talassemia menor e uma
importante tendéncia de diminuicdo em pacientes beta talassémicos intermediarios, nao
apresentando diferencas em pacientes falciformes e beta talassémicos maiores. Entretanto, a
analise proteica apresentou diminuicdo dessa isoforma em falciformes e aumento em beta
talassémicos maiores e menores. Contudo, Matte e colaboradores demonstraram que as
quantidades de PRDX2 associadas a membrana foi significativamente reduzida em
camundongos beta talassémicos (MATTE et al. 2010). Em contraste, Moore et al., 1997,
observaram um aumento de PRDX2 ligada a membrana de células falciformes densas
(MOORE et al., 1997). Sendo assim, parece importante determinar o papel da PRDX2 em
diferentes localizages subcelulares, sua estrutura e os niveis de expressao sob condicées de
estresse oxidativo. Além disso, essa aparente incongruéncia dos resultados encontrados
entre a expressao dos genes e a producdo de proteinas, sugere alguma alteracdo poés
transcricional até o0 momento ndo elucidada. Dessa maneira esforgos em entender o estado
de oligomerizacdo e oxidacdo dessas enzimas poderdo contribuir em um melhor
entendimento de nossos resultados (Esses experimentos estdo atualmente em
desenvolvimento no nosso laboratério).

A PRDX5 foi encontrada em reticul6citos normais e de pacientes, porém néo foi
detectada no lisado celular de nenhum dos grupos estudados. Esses achados podem ser

justificados com base na localizacdo desta proteina que € predominante na mitocondrial e
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nos peroxissomos, 0s quais sdo perdidos durante a maturagdo do eritrocito. Com relagdo
aos reticuldcitos, estes ainda contém residuos de organelas e RNA no citoplasma, isto
permitiu que a expressdo génica da PRDX5 fosse mensurada neste tipo celular. Apesar
disso, fica evidente a importancia desta proteina durante a proliferacdo das células
eritréides, uma vez que existe uma alteracdo no perfil de producdo destas proteinas quando
se compara 0s resultados em culturas de pacientes talassémicos com cultura de controles.
Em controles o pico de expressao, parece condizente ao pico de producao de hemoglobina,
enquanto que em cultura de pacientes talassémicos existe um aumento gradativo desta
expressdo aumentando na fase final de diferenciagdo. Como em culturas “in vitro” ndo
existe a troca de hemoglobinas, é possivel observar a produ¢do de beta globina em todos os
momentos. Como esta producdo é prejudicada em pacientes talassémicos estes resultados
sugerem que este aumento esteja relacionado a uma tendéncia em proteger as células dos
danos oxidativos causado pela tetramerizagéo das cadeias alfa.

As isoformas de PRDX3 e PRDX4 ndo foram encontradas em reticulécitos e/ou
lisado celular, tanto de individuos sadios quanto de pacientes de ambas as doencas.
Possivelmente, em virtude da auséncia ou dos reduzidos niveis de RNAm para estes genes
presentes nos reticulécitos destes grupos. Com relacdo a auséncia destas isoformas no
lisado celular, estd pode estar ligada a localizacdo mitocondrial da PRDX3 e ao fato da
PRDX4 ser excretada para o0 meio extracelular.

Dentre todas as isoformas, a PRDX6 é (nica, uma vez que € uma enzima
bifuncional com atividade de fosfolipase A, em adicdo a atividade de peroxidase. Esta
atividade de fosfolipase A, ndo é afetada pela oxidacdo da cisteina e contribui para a
reparacao de fosfolipidios oxidados pela clivagem de acidos graxos oxidados (MANEVICH
e FISHER, 2005). Nagy et al., 2006, realizaram um estudo a fim de explorar o potencial
papel da PRDX6 na atenuacao das espécies reativas de oxigénio geradas durante o0 processo
de isquemia/ reperfuséo no miocérdio utilizando camundongos PRDX6™". Foi observado
que os coracdes dos animais PRDX6” eram mais sensiveis as injurias causadas pela
isquemia e reperfusdo, e apresentavam maiores niveis de estresse oxidativo, evidenciados
pela presenca de quantidade maiores de malondialdeido. Estes resultados sugerem um papel
nédo redundante da PRDX6, que pode ser atribuido a sua capacidade de reparar membranas

celulares, na lesdo de isquemia/ reperfusdo do miocardio, visto que, a glutationa peroxidase
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e a catalase ndo puderam compensar sua deficiéncia (NAGY et al., 2006). Os dados que
obtivemos sugerem reducdo da PRDX6 em pacientes com anemia falciforme e com beta
talassemia intermediaria, sugerindo que o reparo de membrana pode estar prejudicado
nestas células. O mecanismo responsavel pela downregulation da expressao da PRDX6 na

anemia falciforme e beta talassemia intermedidaria ainda é obscuro.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os objetivos propostos, observamos que:

- Ha um aumento significativo nos niveis de espécies reativas de oxigénio em
pacientes beta talassémicos e com anemia falciforme, embora nestes ultimos esse aumento
seja menos acentuado. Os principais fatores responséveis pelo estresse oxidativo nestas
anemias sdo a instabilidade da hemoglobina e o excesso de ferro livre.

- A andlise do perfil de expressdo génica dos membros da familia de
peroxirredoxinas mostrou aumento da expressao da PRDX1 em pacientes beta talassémicos
intermediarios e maiores e diminuicdo em pacientes com anemia falciforme. Com relacéo a
PRDX2 foi observada uma diminuicdo significativa em pacientes com beta talassemia
menor e uma importante tendéncia a diminuicdo em pacientes beta talassémicos
intermediarios, ndo apresentando diferencas em pacientes falciformes e beta talassémicos
maiores. As isoformas de PRDX3 e PRDX4 ndo foram encontradas nos reticulécitos de
nenhum dos grupos estudados, possivelmente devido a auséncia ou niveis bastante
reduzidos de RNAmM para estes genes presentes neste tipo celular. Para a PRDX5 ndo foram
observadas diferencas significativas em ambas as doencas, porém ao se comparar culturas
celulares de pacientes beta talassémicos com individuos normais s&o encontradas
evidéncias da importancia desta enzima, visto que existe uma alteracdo no perfil de
producdo desta proteina na cultura de beta talassémicos em um provavel tentativa de
proteger estas células contra os danos oxidativos causados pela tetramerizacdo das cadeias
de alfa globina. A PRDX6 apresentou diminuicdo em ambas as doencas, exceto em
pacientes com beta talassemia menor.

-Né&o foi possivel analisar pacientes com alfa talassemia devido a ndo obtencdo de
um namero significativo de amostras que possibilitassem a andlise estatistica dos dados.

- A andlise da abundancia proteica das peroxirredoxinas no lisado celular de
pacientes com anemia falciforme sugerem a reducéo na expressdo da PRDX1 e PRDX2 e
uma potencial redugdo da PRDX6. Em pacientes beta talassémicos nossos dados sugerem a
reducdo nos niveis de PRDX1 e PRDX6 em pacientes beta talassémicos intermediarios e
aumento da PRDX2 em pacientes com beta talassemia maior e menor. N&o foram

encontradas diferencas aparentes na expressdo da PRDX2 entre individuos sadios e beta
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talassémicos intermediarios, assim como na expressdao das PRDXS 1 e 6 em individuos
beta talassémicos maiores e menores. As aparentes incongruéncias dos resultados
encontrados entre a expressao génica e a producdo proteica, sugere o envolvimento de
mecanismos adicionais de regulacdo ainda ndo elucidados. Assim, esforcos em entender em
entender o estado de oligomerizacdo e oxidacdo dessas enzimas poderdo contribuir em um
melhor entendimento de nossos resultados. Assim como em reticulocitos a PRDX3 e
PRDX4 nédo foram detectas e adicionalmente a PRDX5 também néo foi encontrada em
nenhum dos grupos estudados, possivelmente devido a localizacdo das PRDXS 3 e 5 ser
predominantemente mitocondrial e ao fato da PRDX4 ser secretada para 0 meio
extracelular.

- A variacdo dos niveis da expressdo génica e proteica observadas entre as diferentes
patologias e suas subclassificacdes, no caso da beta talassemia, fornecem indicios de que a
expressdo das diferentes peroxirredoxinas pode estar vinculada ao quadro clinico observado
nestes pacientes, contudo estudos adicionais sao necessarios para melhor estabelecer essa
relacdo, bem como os seus mecanismos moleculares subjacentes. A analise de genes
associados as peroxirredoxinas pode fornecer dados adicionais que contribuam na
elucidacéo de tais mecanismos.

- Este foi o primeiro estudo relacionando de maneira sistematica a expressao génica

das peroxirredoxinas com estas anemias hemoliticas.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os trabalhos futuros dardo continuidade ao presente estudo, visando elucidar pontos
ainda ndo esclarecidos e melhor caracterizar o papel das peroxirredoxinas nas anemias

hemoliticas estudadas. Sendo assim, algumas das principais diretrizes sao:

- Analisar o estado de oxidacdo das PRDXs 2-Cys tipicas, a formacédo de decameros
e oligbmeros, assim como seus redutores fisiologicos, a tiorredoxina e a sulfirredoxina.

-Verificar possiveis diferencas entre os niveis proteicos das peroxirredoxinas
associados a membrana eritrocitaria em relagéo aos niveis citoplasmaticos encontrados.

- Relacionar a expresséo proteica e génica destas enzimas aos diferentes hapl6tipos
encontrados em pacientes com anemia falciforme, ampliando para isso 0 nimero de
individuos estudados para cada haplétipo.

- Analisar pacientes beta talassémicos intermediarios com mutagBes mais severas,
visto que todos os individuos com beta talassemia intermediaria participantes do nosso
estudo apresentavam a mutacio IVS- I- 6 em homozigose (B*/ B*) que geralmente tem uma
evolugdo mais branda.

-Analisar genes descritos na literatura como associados ou reguladores das
peroxirredoxinas em pacientes e culturas celulares com inibicdo e/ou superexpressdo das
diferentes isoformas desta enzima.

-Avaliar a expressdo génica e proteica das demais enzimas antioxidantes

encontradas nos eritrocitos: Superdxido Dismutase, Catalase e Glutationa Peroxidase.
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9. ATIVIDADES COMPLEMENTARES

Participacdo na publicacdo do capitulo Correlations with Point Mutations and Severity of
Hemolitic Anemias: The Example of Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin with
Sickle Cell Anemia and Beta Thalassemia. In: LOGIE, C. Point Mutation. 1. Ed. Intech,
2012. 352p. (anexo 3).

Link de acesso: http://www.intechopen.com/books/point-mutation
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ANEXOS

ANEXO 1

FICHA DE AVALIACAO HEMATOLOGIA (componente do projeto “Avaliagdo do
Papel Bioldgico de Peroxirredoxinas na Diferenciagdo Celular Eritrdide e em Doencas

Genéticas Eritrocitarias.” Coordenador: Prof. Dr. Anderson Ferreira da Cunha).

DADQOS PESSOAIS

Nome:

Idade: Sexo:

Profissao:

Tipo de Anemia:

Medicacéo (se houver):

ANTECEDENTES PESSOAIS

() Tabagismo () Alcoolismo () Outros:
() Atividade Fisica. Qual?

Frequéncia (dias por semana):

PATOLOGIAS ASSOCIADAS (Hipertensédo Arterial, Cardiopatias, Diabetes, etc)

()Sim () Nao
Qual/ Quais?
Faz uso de medicacéo para tratamento desta patologia? () Sim () Nao
Qual/ Quais?
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(resolucdo 196/96; 340/04; 347/05)

Pesquisa: AVALIACAO DO PAPEL BIOLOGICO DE PEROXIRREDOXINAS NA DIFERENCIAGAO
CELULAR ERITROIDE E EM DOENGAS GENETICAS ERITROCITARIAS.

Pesquisadores: Prof. Dr. Anderson Ferreira da Cunha, Prof. Dr. Iran Malavazi, Aderson da Silva
Aradjo, Marcos André Cavalcanti Bezerra, Betania Lucena Domingues Hatzlhofer, Fernando
Ferreira Costa, Prof. Dr. Marcos Antonio de Oliveira, Karen Simone Romanello, Sheila Tiemi
Nagamatsu, Taind Regina Damaceno Silveira.

Local: UFSCar, HEMOPE e HEMOCENTRO / FCM — UNICAMP.

A finalidade deste projeto € trazer informagdes para o paciente sobre o estudo “Avaliagdo
do Papel Biol6gico de Peroxirredoxinas na Diferenciacdo Celular Eritréide e em Doengas
Genéticas Eritrocitarias.” Os pesquisadores responsaveis pelo estudo responderdo a quaisquer
perguntas que o paciente possa ter sobre este termo e sobre o estudo.

Peroxirredoxinas sdo enzimas responsaveis pela protecdo das células contra danos causados
por radicais livres. Sdo extremamente abundantes nas células e diversos estudos revelam que estas
proteinas estdo relacionadas com eventos de proliferacdo e diferenciacdo celular. Apesar disso,
existem poucos trabalhos relacionando as peroxirredoxinas com a diferenciacéo eritride e com
anemias hemoliticas como a anemia falciforme, deficiéncia glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PD), esferocitose hereditaria, hemoglobinidria paroxistica noturna (HPN), alfa e beta
talassemias. Portanto, o objetivo deste projeto é avaliar o papel desempenhado por estas enzimas na
formac&o do eritrdcito e nas doencas acima citadas, identificando possiveis alvos que auxiliem no
manejo da doenga e melhora na sobrevida desses pacientes.

Para participar, caso vocé queira, devera doar 2 frascos (4 colheres de sopa cada) de sangue.
Essa coleta serd feita por um profissional treinado e, no maximo, podera ficar uma pequena mancha
roxa e a regido podera ficar um pouco dolorida. Além disso, serdo levantados alguns dados de seu
prontuario médico. O material desse estudo, caso vocé permita, serd armazenado no HEMOPE,
UNICAMP e UFSCar e somente sera utilizado para outros estudos ap6s nova consulta ao Comité de

Etica em Pesquisa (CEP).
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Vocé terd direito a privacidade e toda informacgdo que for obtida em rela¢do a este estudo
permanecerd em sigilo. Os resultados deste projeto poderdo ser apresentados em congresso ou em
publicacGes, porém, sua identidade ndo sera divulgada nessas apresentacdes.

A participacdo neste estudo é voluntéria e vocé pode recusar-se a participar ou podera
interromper sua participacdo a qualquer momento sem prejuizos, inclusive retirando o material
bioldgico. Além disso, vocé tera direito a qualquer esclarecimento sobre o estudo mesmo durante o
seu decorrer, basta ligar para o telefone do pesquisador.

Eu, , declaro ter recebido todas as

informacdes relativas ao estudo ‘“Avaliacdo do Papel Bioldgico de Peroxirredoxinas na
Diferenciacdo Celular Eritrdide e em Doencas Genéticas Eritrocitarias”. Autorizo a coleta de
amostras de sangue periférico que serdo utilizadas nesse estudo.

Outros pontos importantes foram enfatizados:

1- Ampla liberdade de recusar-me a participar do estudo ou retirar meu consentimento ou amostra
bioldgica em qualquer fase deste, sem penalizacdo ou prejuizo.

2- Garantia de esclarecimentos sobre o estudo, mesmo durante o seu decorrer.

3- Garantia de sigilo que assegure a minha privacidade quanto aos dados confidenciais envolvidos
no estudo, quando da sua divulgacéo ou publicacéo cientificas.

4- Quaisquer reclamagfes quanto ao andamento do projeto ou dos pesquisadores, posso contatar o
CEP do HEMOPE e UFSCar.

Portanto, concordo em participar do estudo autorizando a equipe responsavel, a manipulagdo dos
dados e ao armazenamento de material bioldgico. As amostras sO serdo utilizadas em estudos
futuros depois de submetidos ao CEP e ao CONEP.

Consentimento para participacdo no estudo: Autorizagdo para armazenamento de

material bioldgico:

[1 Sim [0 Nao

Voluntario/ Responsavel

Voluntario/ Responsavel

Pesquisador responsavel
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Correlations with Point Mutations and
Severity of Hemolitic Anhemias:

The Example of Hereditary Persistence
of Fetal Hemoglobin with Sickle Cell
Anemia and Beta Thalassemia

Anderson Perreira da Cunhal, Iran Malavazil,

Faren Simone Bomanello! and Cintia do Couto Mascarenhas?
IDepartamento de Genctica ¢ Evolupdo,

Centro de Cigncias Bioldgicas ¢ da Savide,

Universidads Federal de Sdo Carios,

2Centre de Hematolopia ¢ Hemoterapia,

Universidade Estaducl de Campinas,

Erazil

1. Introducticn

Hemeolytic anemizs are a group of diseases characterized by a reduction in red blood cells
(EBC) life span mainly caused by a deregulation in the hemoglobin formation. Among these
dizeases, Sickle Cell Ddisease ($C0) and Beta Thalassemda (EThal) are the most comumon
dizorders involved in the premature deshuction of EBC. Understanding the molecular
mechanisos irorolred in the outcome of these diseases as well as the metabalic pathways
surrounding its cnset constifates a very wsebul approach to target eatment stratepies for
swch diseases. In this chapter we will dizcuss the state-of-the-art aspects about this theme
highlighting the importance of several point mutabions in hemolybic anemdia using B
thalassernia and sickle cell dizease as examples. In addibion, the owlecular aspects inrolved
in the Hereditary Persistence of Fetal Hemoglobin (FFFH). also an important discrder
canzed by point mutsbons and delebons, and its association with the severity of FThal and
STy wiill be also discussed In this comtext lies the manifestabon of better propnoshe to
patients having am increase in fetal hemoglobin and SC0r or BThal concomitantly. Therefore
a parallel discussion towsrds the advances cumently described in the literasbure amd

associabions of gene expression and different draps that increase the production of fetal
hﬂ:nug]n'bu.n [HEF) are pointed cut as a mechanizsm to ivprove the quality of life of SCT and
EThal patisnts.
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