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“Tudo o que temos que decidir é o que fazer
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RESUMO
A producéo exacerbada de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) na beta talassemia causa

significativos danos aos eritrocitos e estd intimamente associada a fisiopatologia da
doenca. Neste contexto, a atuacdo do sistema de defesa antioxidante € de vital importancia
para a manutencao e sobrevida dos eritrocitos. Um trabalho realizado por nosso grupo de
pesquisa apontou importantes diferencas na producdo das proteinas antioxidantes
enzimaticas PRDX1 e PRDX2 entre individuos sadios, beta talassémicos néo
dependentes de transfusdo (BTNDT) e dependentes de transfusdo (BTDT). Contudo,
estudos complementares que busquem elucidar vias metabolicas e mecanismos
moleculares envolvidos na regulacdo dessas enzimas sdo necessarios. Neste sentido,
PTEN se destaca como um interessante alvo, uma vez que dados da literatura mostram
que esta é capaz de responder ao estresse oxidativo associando-se com a proteina PRDX1.
Além disso, PTEN, em tumores, foi associada com a expressao de outras proteinas
antioxidantes como PRDX1 e 2 e SOD1, no entanto, essa relagdo ainda ndo foi
investigada na beta talassemia. Nossas andlises de PTEN em pacientes BTNDT
demonstrou um aumento de sua expressao génica em relacdo ao grupo controle, ja com
relagdo ao grupo de pacientes BTDT observamos uma possivel correlacdo de sua
expressdo com os indices de HbA/HbF dos pacientes. Observamos também um aumento
da expressdo de PI3K em pacientes BTNDT e também no grupo de pacientes BTDT
associado aos maiores niveis de HbF. Com relacdo aos niveis proteicos, observamos uma
reducdo significativa de PTEN nos pacientes BTDT comparados aos individuos saudaveis
e pacientes BTNDT. Nossos resultados precisam de estudos mais aprofundados, porém,
os resultados encontrados sugerem um papel importante desse gene na modulacdo da

doenca.

Palavras-chave: Beta talassemia, PTEN, Antioxidantes, Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

The exacerbated production of Reactive Oxygen Species (ROS) in beta-thalassemia
causes significant damage to erythrocytes and is closely associated with the
pathophysiology of the disease. In this context, the action of the antioxidant defense
system is vital for the maintenance and survival of erythrocytes. A work carried out by
our research group pointed out important differences in the production of the enzymatic
antioxidant proteins PRDX1 and PRDX2 between healthy individuals, and patients with
beta-thalassemia no transfusion dependent (BTNTD) and transfusion dependent (BTTD).
However, complementary studies that seek to elucidate metabolic pathways and
molecular mechanisms involved in regulating these enzymes are necessary. In this sense,
the PTEN enzyme stands out as an interesting target, since literature data shows that it
can respond to oxidative stress by associating with the PRDX1 protein. Furthermore,
PTEN, in tumors, was associated with the expression of other antioxidant proteins such
as PRDX1 and 2 and SOD1, however, this relationship has not yet been investigated in
beta-thalassemia. Our analyses of PTEN in BTNTD patients demonstrated an increase in
its gene expression in relation to the control group, while in relation to BTTD patients we
observed a possible correlation of its expression with the patients' HbA/HbF levels. We
also observed an increase in PI3K expression in BTNTD patients and also in the BTTD
group associated with higher HbF levels. Regarding protein levels, we observed a
significant reduction of PTEN in BTTD patients compared to healthy individuals and
BTNTD patients. Our results require further study, however, the results found suggest an

important role for this gene in modulating the disease.

Keywords: Beta-thalassemia, PTEN, Antioxidants, Oxidative Stress.
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1. INTRODUCAO

1.1 Eritropoese

A célula eritroide, também denominada hemacia ou glébulo vermelho, representa
cerca de 40 a 45% do volume sanguineo total, compondo mais de 90% dos elementos
figurados. A producdo dessas células em humanos deriva do processo chamado
eritropoese, que acontece na medula 6ssea, envolvendo uma gama de células em estagios
diferentes. A eritropoese é regulada principalmente pela eritropoetina (EPO), hormonio
este produzido principalmente nos rins que estimula a diferenciacdo das células-tronco
hematopoéticas. A primeira célula morfologicamente identificavel como da linhagem
eritroide é o proeritroblasto, que passa por varias modificacdes que levardo a célula a
diferenciar-se em eritroblasto basofilico, eritroblasto policromatico e eritroblasto
ortocromatico, sucessivamente. Nesta etapa, o nucleo torna-se picnotico, sendo expulso
da célula, formando o reticuldcito, que ainda contém resquicios de RNA mensageiro e a
capacidade de sintetizar hemoglobina. Os reticuldcitos sdo liberados na circulacédo e se
desenvolvem em eritrocitos maduros em aproximadamente dois dias, 0s quais irdo
permanecer por 120 dias na circulacdo (figura 1). (Da Cunha et al., 2012; Hoffbrand e

Moss, 2018)

Extrusdo do nicleo

' to, /
Célula Tr9{1§o Proeritroblasto  Eritroblasto Efinoblasto Eritroblasto Reticulécito  Eritrocito
Hematopoiética Basofilo  Policromatofilo  Acidofilo

Medula dssea Vaso sanguineo
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Figura 1. Representacdo esquematica do processo de eritropoese. A eritropoetina (EPO) estimula a
diferenciacdo de células-tronco hematopoéticas em proeritroblastos, os quais sofrerdo varias modificacdes
que resultardo na formacdo dos eritroblastos basofilo, eritroblastos policromatdfilos e eritroblastos
acidofilos, sucessivamente. Em seguida, o ndcleo é extrudido da célula, dando origem aos reticuldcitos,
langados na circulagdo, finalizando seu processo de maturagdo, tornando-se eritrécitos maduros, 0s quais

permanecem na circulagdo por aproximadamente 120 dias. (Figura adaptada de De Paula et al., 2023).

Nos seres humanos adultos, a eritropoese ocorre principalmente na medula dssea,
porém, 0 processo primitivo se inicia no saco vitelino e, apos o primeiro més de gestacéo,
o figado passa a ser o principal local de eritropoese no periodo fetal. Durante todo o
desenvolvimento intrauterino até o nascimento, a eritropoese envolve também a
participacdo do baco, até que eventualmente se torne restrita & medula, e ao final do

desenvolvimento apenas a medula do esqueleto axial (figura 2) (Da Cunha et al., 2012).

Fetal Adulto

Nascimento

/\Esqueleto Axial
Saco Vitelino

=?)
N
<P)
2 B
aco ¢ Ossos Longos
8 Figado
£
T
1 3 5 7 9 I 10 20 30 40 50 60
Meses Anos

Figura 2. Locais de hematopoese durante o desenvolvimento humano. O processo se inicia no saco
vitelino, passando eventualmente para o figado e baco durante o periodo embrionério, até que préoximo ao
nascimento ele passe a se restringir a medula dssea, até eventualmente estar praticamente restrito ao

esqueleto axial. (Figura adaptada de Da Cunha et al., 2012).
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1.2 As globinas

O eritrocito tem como sua principal funcdo transportar oxigénio dos pulmdes aos
tecidos, funcdo realizada pela hemoglobina (Hb), uma proteina tetramérica que representa
95% das proteinas totais do eritrocito. Uma molécula normal de hemoglobina possui
estrutura globular e quaternaria formada por quatro cadeias polipeptidicas, ou cadeias
globinicas, sendo duas do tipo alfa (o) e duas do tipo beta (), cada uma delas associada
a um grupo prostético heme, formado por quatro ndcleos pirrélicos, unidos entre si por
radicais metanilicos (-CH=), contendo um atomo de ferro divalente (Fe™) capaz de se

ligar de modo reversivel a molécula de oxigénio (Oz) (figura 3) (Gell, 2018).

CH,
7 CH,
CH,
,f
CH,
OH o’ OH

Grupo Heme

® Atomo de ferro

Figura 3. Representacdo esquematica de uma molécula de hemoglobina. A figura representa uma
hemoglobina normal de um adulto, contendo duas cadeias alfa e duas cadeias beta, nas quais se ligam o
grupo heme dentro do qual se encontra o ion de Fe responsével pela ligagcdo ao oxigénio para transporte.
(Imagem criada pelo autor adaptando imagens de Servier Medical Art Commons Attribution 3.0 Unported

License (http://smart.servier.com))

As cadeias globinicas séo sintetizadas por diferentes genes que se localizam em

aglomerados cromossdmicos distintos, o grupamento alfa (a) ¢ o grupamento beta (). O


http://smart.servier.com)/

17

grupamento a situa-Se N0 Cromossomo 16 e possui um gene zeta () e dois genes alfa (al
e a2, que geram proteinas similares). J& o grupamento [ localiza-se no cromossomo 11
sendo formado pelos genes, épsilon (€), gama (y) (presente em dois tipos de cadeia, a
gama-alanina (yA) e gama-glicina (yG), cuja diferenca se encontra na presenca de glicina
ou alanina na posi¢do 136 da sequéncia de polipeptidios), delta (8) e beta () ativados no
final do periodo fetal e se expressam completamente apds pds-nascimento, estes genes
também estdo dispostos no cromossomo na mesma ordem em que sao expressos (figura

4).

Cromossomo 16
Grupamento Alfa

5°_HS-40 S 3
-

Cromossomo 11

Grupamento Beta
G A
5 LCR € Y Y 6 B 3’
L P I "

Hb Gower 1 Hb Gower 2 Hb Portland HbA2
EMBRIONARIA FETAL ADULTO

Figura 4. Grupamento dos genes de o e § globina e a producio 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 o localiza-se no brago
curto do cromossomo 16, é constituido pelos genes , al e a2. O grupamento P esta situado no brago curto

do cromossomo 11, e possui os genes &, y® e y* e (que variam na posi¢do 136 em apenas uma guanina ou
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alanina), 6 e B. Durante o desenvolvimento ontogenético, ocorrem mudangas 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 B (figura adaptada de Da Cunha et al., 2012).

Ao longo do desenvolvimento ontogenético normal, ocorrem mudancas na
expressao desses genes, formando os diferentes tipos de hemoglobinas humanas que
existem. A principal hemoglobina do adulto, a hemoglobina Al (a2B2), aumenta
progressivamente até que, no sexto més de vida pos-natal, corresponde a
aproximadamente 97% do conteudo de hemoglobina total de um individuo sadio. (Da
Cunha et al., 2012; Hoffbrand e Moss, 2018; De Paula et al., 2023). As alteracdes que

levam a perda dessas fun¢des, damos 0 nome de anemias hemoliticas.

1.3 Anemias Hemoliticas

Anemias hemoliticas sdo caracterizadas como um grupo de doencas no qual o
tempo de vida das hemacias na circulacdo é bastante reduzido. Esta reducdo,
acompanhada da incapacidade da medula Gssea desses pacientes de repor as células
destruidas por hemolise, levam a um quadro clinico de anemia. Dentre esse grupo
heterogéneo de doencas, destacamos as hemoglobinopatias.

As anemias hemoliticas sdo um grupo de doencas caracterizadas pela destruicédo
prematura das hemacias na circula¢do sanguinea, fenémeno conhecido como hemdlise.
Normalmente, as hemécias tém uma vida util de cerca de 120 dias, mas em condi¢bes
hemoliticas, essa vida util é significativamente reduzida. Essa reducdo na vida das
hemécias, combinada com a incapacidade da medula 6ssea de compensar a perda

acelerada das células, resulta em anemia (Costa; Fertrin; Conron, 2013).
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A hemodlise pode ocorrer devido a diversos mecanismos, que podem ser
extrinsecos ou intrinsecos as hemécias:

Nos mecanismos extrinsecos temos (i) os fatores imunolédgicos no qual anticorpos
dirigidos contra antigenos na superficie das hemacias podem levar a sua destruicdo, como
na anemia hemolitica autoimune; (ii) os fatores mecéanicos nos quais a hemdlise pode ser
causada por danos fisicos as hemacias e (iii) hemolise causada por determinadas
infeccBes. J& 0s mecanismos intrinsecos sdo divididos em:

Defeitos de Membrana: Anormalidades na estrutura da membrana das hemécias,
como na esferocitose hereditaria, tornam as células mais suscetiveis a destruicao.

Defeitos Enzimaticos: Deficiéncias em enzimas essenciais para a integridade das
hemaécias, como a deficiéncia de G6PD (glicose-6-fosfato desidrogenase), podem levar a
hemolise.

Hemoglobinopatias: Foco principal deste trabalho e relacionados a alteragdes na
estrutura ou producdo da hemoglobina, como na anemia falciforme e talassemia, podem

resultar em destruicdo prematura das hemécias (Costa; Fertrin; Conron, 2013).

1.3.1 Hemoglobinopatias

Hemoglobinopatias sdo as doencas monogénicas mais frequentes em todo o
mundo (acredita-se que afetem cerca de 7% da populacédo) e representam as formas mais
comuns de anemia hemolitica hereditaria. Ocorrem devido a alteragbes nos genes
responsaveis pela expressao das globinas ou proximas a elas (De Paula et al., 2023). Essas
variantes de DNA podem resultar em:

Variantes estruturais: sdo geralmente causadas por mutagfes pontuais, pequenas
insercOes ou delegdes de bases na regido codificadora do gene resultando na substituicdo
de aminoacidos na proteina, gerando assim uma hemoglobina anémala (Chaichompoo;

Svasti; Smith, 2022).
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Alteracgdes de sintese (talassemias): resultam da redugdo ou auséncia na sintese
de um, ou mais tipos de cadeias de globina. Sdo classificadas conforme a cadeia cuja
sintese esta afeta e as mais frequentes e de maior relevancia clinica sdo a o talassemia e a

[ talassemia (Harteveld et al., 2022).

1.4 Talassemias

Talassemias correspondem a um conjunto de alteracdes genéticas caracterizadas
por alteracdes que afetam de maneira quantitativa a sintese de uma ou mais subunidades
das cadeias de globina, afetando consequentemente de maneira direta a producdo de
hemoglobina. Essa producdo ineficiente de globinas estdo intrinsecamente ligadas as
manifestacbes clinicas da doenca, acarretando uma eritropoese ineficiente e a
consequente anemia hemolitica. Os pacientes afetados podem apresentar uma gama de
sintomas que variam desde a auséncia de sintomas até a presenca de anemias
hipocrémicas e microciticas, também a presenca de altera¢fes incompativeis com a vida
(Thein, 1998).

Conforme a cadeia globinica cuja sintese esta prejudicada, a talassemia recebe
entdo a sua classificacdo, sendo que devido a sua presenca no individuo adulto, as mais
frequentes sdo as do tipo alfa e beta. Da mesma forma, essa classificacdo também é
utilizada para classificar os pacientes segundo o nivel de producédo das cadeias, que como
ja mencionado podem estar reduzidas (por exemplo, talassemia o ou B*) ou
completamente ausente (por exemplo, talassemia a® ou %) (Hoffman et al.,2022).

1.4.1 Beta Talassemia

A beta talassemia é a forma mais importante das talassemias em virtude de sua
elevada taxa de morbidade e mortalidade (Rocha; Martins; Gongalves et al., 2010).
Existem diferentes tipos e graus de gravidade de talassemia, dos quais 0s mais comuns

sdo a talassemia alfa e a talassemia beta. Dentro dessas categorias, a talassemia
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dependente de transfusdo (ou anemia de Cooley) e a talassemia ndo dependente de
transfusdo sdo duas formas distintas em termos de gravidade e manejo clinico. Estima-se
que aproximadamente 1,5% da populacdo mundial apresente algum dos fenotipos
relacionados a essa anemia hemolitica (Galanello e Origa, 2010). No Brasil, segundo
dados da ABRASTA (Associacdo Brasileira de Talassemia) em 2023, haviam 505
pacientes acima dos 18 anos cadastradas, sendo estes divididos entre 283 pacientes beta
talassémicos dependente de transfusdes e 222 talassémicos ndo dependente de transfusao.
O estado de S&o Paulo lidera o nimero de casos de talassémicos dependente de
transfusdes, ja o estado de Pernambuco possui 0 maior nimero de pacientes com beta
talassemia ndo dependente de transfusdo (Abrasta, 2023).

1.4.1.1 AlteragGes Moleculares

A beta talassemia é caracterizada por uma alteracdo quantitativa na sintese de
cadeias de beta globina, sendo classificada como talassemia beta zero (talassemia p°)
quando a sintese de globinas beta esta ausente, e talassemia beta mais (talassemia B*)
quando ocorre a reducdo na taxa de sintese (Ali et al., 2021).

Esta doenca € bastante heterogénea e ja foram descritas mais de 350 mutacgdes
ligadas a beta talassemia, sendo a maioria delas causadas por substitui¢des, delegcdes ou
insercdes de nucleotideos nos exons, introns e regides promotoras dos genes que
codificam para a beta globina. Na tabela 1 sdo apresentados alguns exemplos das
mutagdes mais frequentes que causam beta talassemia, de acordo com sua localizagéo na
molécula, o defeito funcional que causam e o resultado na sintese de beta globina, além
de um breve exemplo de sua distribui¢do na populacdo. (Tabela adaptada de Rao et al.,

2024)

Tabela 1. Tipos de mutagdo que causam beta talassemia e sua distribuicéo.
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,\i') Mutacéao Tipo Distribuicdo
N Elementos Mediterraneos, Portugueses
Mutagdes g B, BT, « " ’
Transcricionais regulatérios do B** (silenciosa) Alemaes, Ita}llanos, Afro
promotor americanos
Juncio de solicin B0 italo-Canadenses, Mediterraneos,
¢ plicing Chineses, Turcos, Egipcios
Sitios de splice B°, B, Mediterraneos, Norte Europeus,
consenso B (silenciosa) Algerios, Libaneses, Alemaes
, oo USSP e Mol G,
' de RNA P » ap
) v o Afro-Americanos,
qlg%gairgadgolTiN: B Fzsi,leﬁmic’Jsa) Mediterraneos, Franceses,
Tunisios
B++ ..
Outros no 3’ UTR B* (silenciosa) Gregos, Turcos, Arménios
Japoneses, lugoslavos,
Caodons iniciadores p° Polinesios, Maori
3 Tradugéo do Brasileiros, Ingleses,
' RNA Caodons nonsense p° Portugueses, Japoneses
Frameshift B Mediterraneos, Japoneses,

Gregos, Mexicanos

Essas mutacOes podem ser divididas em: (1) Mutacdes que afetam a transcri¢éao

do RNAm: ocorrem em regides promotoras que antecedem aos genes e reduzem a

eficiéncia de transcricdo do RNAmM, uma vez que diminuem a ligacdo de fatores de

transcricdo. Produzem talassemias do tipo B+. (2) Mutacbes que afetam o

processamento do RNAm: ocorrem em regiGes de splicing ou proximas a elas e

impedem ou dificultam a retirada dos introns, incluindo o sinal de poliadenilagéo,

originando talassemia B+ou B0. (3) Mutacgdes que afetam a traducéo: sdo alteragdes na

fase de leitura que interferem na traducdo do RNAm pela introdugdo de um cédon de

terminagdo prematura. Produzem talassemias B0 (Jaing et al., 2021).
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No Brasil, no sul e sudeste, predominam mutacGes de origem mediterranea,
principalmente HBB: ¢.118C>T [c6don 39 (C>T); B39 (c5) (GIn-Stop], HBB: ¢.93-
21G>A [IVS-1-110 (G>A); B nucleotideo (nt) 252 (G>A) ], HBB: ¢.92p1G>A [IVS-I-1
(G>A); B nt 143 (G>A) ] e HBB: ¢.92p6T>C [IVS-1-6 (T>C); B nt 148 (T>C) ]. Nas
regibes norte e nordeste, ainda estdo sendo realizados estudos para determinar quais
mutagOes prevalecem, como, por exemplo, o estudo de Fonseca e colaboradores que
verificou que as quatro mutagdes mais comuns mencionadas ndo estavam presentes no
estado da Bahia, e identificou pela primeira vez a mutagdo HBB: ¢.135delC no Brasil.
(Fonseca; Moura Neto; Gongalves, 2013) e o trabalho de Araljo e colaboradores em
Pernambuco. (Araujo et al., 2003)
1.4.1.2 Fisiopatologia

A fisiopatologia da beta talassemia esta diretamente associada ao desequilibrio na
producgéo de globinas, causado pela redugdo quantitativa de cadeias beta. As cadeias de
alfa globina livres precipitam nos precursores eritroides da medula 6ssea, formando
agregados insollveis, resultando em danos a membrana e morte celular prematura. A
presenca destas cadeias instaveis também ja foi teorizada que afete a expressao de genes
como o GATA-1 (regulador essencial de expressdao genica e maturacdo de eritrocitos)
levando a eritropoese ineficaz que é a causa mais importante de anemia na beta
talassemia, uma vez que cerca de 65% dos eritroblastos morrem antes de se tornar
hemacias maduras. (Sankaran; Weiss, 2015; Chaichompoo; Svasti; Smith, 2022; De
Paula et al., 2023).

A destruicdo acentuada dos eritroblastos promove aumento na producédo de
eritropoetina, gerando um ciclo de eritropoese ineficiente, o que resultara em

deformidades dsseas causadas pela expansdo medular em decorréncia do aumento da
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eritropoese e comprometimento dos 6rgaos como a hepatoesplenomegalia. (De Paula et
al., 2023)

A liberacdo do heme presente nas cadeias desnaturadas é outro fator importante
na fisiopatologia da doenga por poder catalisar a reagdo de Fenton, aumentando
significativamente o estresse oxidativo nas células. A reacdo de Fenton envolve a
conversao do perdxido de hidrogénio em radicais hidroxila altamente reativos na presenca
de ions metélicos, como ferro. Essa reacéo pode entdo afetar o DNA, proteinas e lipideos
nestas células, acelerando a sua perda de funcdo e consequentemente sua morte por
destruicdo no baco e figado. (Bou-Fakhredin et al., 2022).

Um resumo dos efeitos importantes relacionados a fisiopatologia da doenca estéo

descritos na Figura 5.
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Figura 5. Fisiopatologia da beta talassemia. Representacdo esquematica de algumas das principais
consequéncias da beta talassemia, como a precipitacdo de precursores eritroides na medula 6ssea,
eritropoese ineficaz, aumento da eritropoetina, expansao da medula 6ssea, deformidades 6sseas, sobrecarga

de ferro e até o dbito do paciente. (Adaptado de Ali et al., 2021).

1.4.2 Formas Clinicas da Beta talassemia

Como jéa citado anteriormente, clinicamente, a beta talassemia é classificada em
traco beta talassémico, dependente e ndo dependente de transfusdo. Esta classificacdo é
embasada na apresentacgdo clinica do paciente, no nivel de desbalanceamento de cadeias
alfa e beta, gravidade da anemia e a frequéncia de transfusdo que os individuos requerem.
(De Simone et al., 2022). Essa classificacdo € crucial para o manejo e tratamento
adequado dos pacientes, auxiliando os profissionais da area da salde a determinar a
melhor abordagem terapéutica e monitoramento para cada caso. A seguir estdo descritas
as principais caracteristicas de cada forma clinica:
1.4.2.1 Traco talassémico (BTMe)

Os individuos acometidos sdo heterozigotos, clinicamente assintomaticos e
habitualmente ndo necessitam de tratamento. Podem apresentar discreta anemia
microcitica e hipocrémica, que podem acarretar problemas em situacdo de maior estresse
como exercicio fisico ou gestacdo, e uma quantidade minima de pacientes pode apresentar
esplenomegalia leve a moderada. (Ali et al., 2021; De Simone et al., 2022).
1.4.2.2 Beta Talassemia Dependente de Transfusao (BTDT)

A BTDT ou anemia de Cooley corresponde a forma mais grave da doenca,
geralmente manifestam-se na infancia e se caracteriza tanto pela homozigose f* quanto
B° ou pela dupla heterozigose B*/ p°. A grave deficiéncia ou auséncia da sintese de beta
globina causa grave anemia (Hb< 7,0g/dL) em virtude da ineficiéncia da eritropoese e ao

sequestro das hemécias no bago. Os individuos acometidos necessitam de transfusdes
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regulares, que ao longo dos anos resultam em sobrecarga de ferro em tecidos e 6rgaos,
gerando complicacBes cardiacas, hepéticas e enddcrinas, além de deformidades Gsseas
resultantes da expansao da medula 6ssea e afinamento da porcdao cortical (Ali et al., 2021;
De Simone et al., 2022).

1.4.2.3 Beta Talassemia Nao Dependente de Transfusdo (BTNDT)

Os portadores apresentam um quadro mais favoravel quando comparados aos
individuos com BTDT, devido ao menor desbalanco entre cadeias alfa e ndo-alfa. Os
pacientes mostram anemia moderada a severa, ndo dependendo de transfusdes regulares.
Normalmente, os sintomas e 0 reconhecimento da anemia ocorrem mais tarde,
geralmente, apds o segundo ano de vida. As manifestacGes clinicas da BTNDT podem
ser influenciadas por diferentes fatores, dentre os quais a associacdo dos genotipos p° e
B* e também mutacdes no gene alfa. A possivel ocorréncia de expansdo da medula éssea
pode levar a complicagdes como retardo no crescimento e anormalidades 6sseas (Ali et

al., 2021; De Simone et al., 2022)

1.5 Anemias hemoliticas e Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é um processo patoldgico resultante do desequilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a capacidade do organismo de
neutralizar essas espécies reativas mediante mecanismos antioxidantes. A presenca de
compostos oxidantes é responsavel por agravar os sintomas de diversas doencas,
incluindo anemias hemoliticas como a beta talassemia, uma vez que o dano oxidativo
desempenha para nas células eritroides um papel crucial na hemélise contribuindo para a
curta sobrevivéncia destas células na circulacdo. O estado oxidativo das celulas é
determinado pelo equilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes. Espécies reativas de

oxigénio sdo pro-oxidantes e participam em diversos processos celulares como
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envelhecimento, proliferacéo e sinalizacdo em células sadias, entretanto quando excedem
a capacidade antioxidante das células, s&o responsaveis por oxidacdes de biomoléculas
como proteinas, lipidios e DNA, causando danos a organelas celulares e morte celular
(Fibach e Dana, 2019). ERO como o radical anion superdéxido (O."), peréxido de
hidrogénio (H202) e o radical hidroxila ("OH) surgem durante o metabolismo aerébico
normal ou pela exposicdo a agentes internos e externos. A presenca de metais de
transicdo, como o ferro, aumenta consideravelmente a geragéo e a reatividade destas
ERO. Este metal pode participar das reacOes de Fenton e Haber-Weiss (descritas abaixo),
as quais sdo reagles quimicas que produzem radicais livres altamente reativos, como o
radical hidroxila (*OH):

Reacdo de Fenton: Fe** + H.O, — Fe* + «OH + OH~

Reacédo de Haber-Weiss: O.~ + H202 — *OH + OH™ + O

O radical hidroxila é uma das ERO mais reativas e pode causar danos severos a
lipidios, proteinas e DNA. Este mecanismo é, portanto, um fator critico no agravamento
de diversas doencas especialmente na beta talassemia, na qual a destruicdo dos globulos

vermelhos libera ferro livre no plasma (figura 6) (Halliwell e Gutteridge, 2007; Bou-

® v

Fakhredin et al., 2022).
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Figura 6. Fontes de ERO nos eritrécitos. Entre os principais fatores estdo as moléculas instaveis de Hb,
o ferro tanto em sua forma livre quanto ligado ao heme e Hb e os oxidantes derivados do heme, visto que
este é uma molécula hidrofdbica que pode interagir com proteinas e lipideos de membrana. (Figura adaptada

de Bou-Fakhredin et al., 2022)

As células eritroides estdo constantemente expostas a ciclos de auto-oxidacéo.
Porém, nas anemias hemoliticas a auto-oxidacdo da hemoglobina (Hb) é bastante
aumentada, pois as moleculas de Hb sdo altamente instaveis. Na beta talassemia
especificamente, isso decorre do excesso de cadeias alfa livres que irdo se precipitar na
forma de hemicromos, capazes de se ligar a proteina banda 3, dando inicio a uma cascata
de sinaliza¢cdes que culminam com a desestabilizacdo da membrana e remocéo acelerada
das hemacias (Bou-Fakhredin et al.,, 2022). Adicionalmente, os danos causados a
membrana ocasionam a destruicdo de enzimas glicoliticas e consequentemente na
reducdo da producdo de NADPH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate), um
importante agente redutor para varias enzimas antioxidantes (\Voskou et al., 2015).

Apds a hemdlise, a Hb sofre reacBes oxidativas que levam a liberacdo do heme e
do ferro e formacdo de ERO, que podem intercalar nas membranas celulares promovendo
dano oxidativo ao endotélio, células hemopoéticas e varios 6rgdos. Na beta talassemia o0s
sinais de estresse oxidativo podem ser observados ndo apenas nos eritrécitos, mas
também nos leucdcitos, plaquetas, células endoteliais e varios outros tecidos (Fibach e

Dana, 2018; Romanello at al, 2018).

1.6 Defesas Celulares contra o Estresse Oxidativo
Ao longo da evolucéo, as células desenvolveram mecanismos de defesa contra as
espécies reativas de oxigénio, dentre estes estdo as enzimas antioxidantes, as quais podem

reagir com ERO antes que haja danos as biomoléculas. Este sistema de defesa € composto
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pelas proteinas antioxidantes superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPX) e peroxirredoxinas (PRDXs) (Fujii et al., 2021). Romanello e
colaboradores identificaram também a presenca de um nivel aumentado de TRX1 em
pacientes BTNDT (Romanello et al., 2018)

A SOD catalisa a transformac&o do radical superdxido em oxigénio molecular e
peroxido de hidrogénio, mediante alternados ciclos redugdo e oxidagdo do metal do sitio
ativo, atuando, dessa forma, como primeira linha de defesa antioxidante (Johnson e
Giulivi, 2005; Pacher; Beckman; Liaudet, 2007). O perdxido de hidrogénio produzido
pode ser decomposto pela CAT, GPX ou pelas PRDXs. Dentre as trés classes, as PRDXs
e as GPXs se destacam uma vez que além de decompor H20-, estas enzimas podem
decompor também hidroperdxidos de lipideos e peroxinitrito, apontando uma grande
versatilidade na protecédo celular. Entretanto, as PRDXs se destacam ainda mais pela
abundancia e grande reatividade com os substratos. Em seres humanos, ja foram descritas
seis diferentes PRDXs localizadas em diferentes compartimentos celulares. Nos
eritrocitos, a PRDX2 é terceira proteina mais abundante, indicando um possivel papel no
desenvolvimento e manutencdo destas células, uma vez que ja foi observado que ratos
com expressao deletada de PRDX2 apresentavam anemia hemolitica com sinais similares
aos observados em beta talassemia (Matte e Franceschi, 2019). Além da atividade de
peroxidase, as PRDXs também participam de diversas cascatas de sinalizacdo mediadas
por peroxidos e possuem importantes funcGes através da interacdo com parceiros
bioldgicos distintos (De Paula et al., 2023).

Em um trabalho anterior do nosso grupo, Romanello e colaboradores avaliaram a
expressédo génica e o contetido proteico das isoformas de PRDXs 1, 2 e 6 em reticuldcitos
e eritrocitos de pacientes beta talassémicos obtendo resultados bastante promissores,

especialmente com relagdo a PRDX1 e TRX1 que se mostraram aumentadas em pacientes
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beta talassémicos ndo dependente de transfuséo e a PRDX2 que apesar de aumentada em
pacientes com talassemia dependente de transfusdo, apresentou niveis elevados de
oxidagdo (Romanello et al., 2018).

Uma vez que a literatura evidencia uma possivel atuacdo destas enzimas na
regulacdo de outras vias metabolicas importantes, nosso grupo avaliou possiveis
interacdes génicas associadas a vias alternativas que podem estar influenciando na
geracdo dos diferentes fenOtipos associados a beta talassemia. Nestes estudos,
destacaram-se associagdes entre as proteinas antioxidantes e a proteina PTEN

(Phosphatase And Tensin Homolog) que seré descrita em maiores detalhes a seguir.

1.7 PTEN (Phosphatase and tensin homolog)

O gene PTEN ¢ responsavel por codificar uma enzima encontrada em quase todos
os tecidos do corpo. Esta enzima é uma fosfatase lipoproteica que tem um importante
papel na regulacdo do ciclo celular e da apoptose, além de auxiliar no controle da
migracdo celular, adesdo, diferenciacdo e renovacdo de células-tronco (Worby e Dixon,
2014). Ele é encontrado de forma mutada em diversos tipos de cancer primario, como
carcinoma endometrial, glioblastoma, pele, mama e préstata, além de emergir como fator
de importancia em outras doencas como diabete e transtornos do espectro autista. (Chang
et al., 2008; Bermudez-Brito; Goulielmaki; Papakonstanti, 2015; Bankoglu et al., 2018).
Foi a primeira fosfatase descoberta com papel de supressor tumoral, controlando
negativamente uma das vias promotoras de cancer mais criticas que existem, a via PI13K-
Akt, que esta associada a regulacao do crescimento e da sobrevivéncia celular (Blanco-
Aparicio et al., 2007; Makker; Goel; Mahdi, 2014). Existe também uma variante
traducional de PTEN, denominada PTEN-Long, derivada de um sitio de inicio alternativo

que adicionam 173 aminoacidos a regido N-terminal, que possui a capacidade de



31

secrecdo, conseguindo migrar para diferentes células e afetar seu funcionamento
(Hodakoski et al., 2015).

Esse gene presente no cromossomo 10g23 codifica uma proteina de 403
aminoacidos chamada PTEN (55 kDa) que apresenta atividade fosfatase dupla contra
fosfolipidios e proteinas. A proteina possui cinco dominios essenciais: o sitio N-terminal
de ligacdo de PIP2(DLP), um dominio fosfatase que contém o motif HCxXGxxR, um
dominio C2, uma cauda carboxila-terminal e um motif de ligacdo PDZ (Figura 7). (Worby

e Dixon, 2014; Nguyen Huu, 2021)

HCxxGxxR
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DLP/PTF Ligacdo PDZ

Figura 7. Representacéo esquematica da estrutura de PTEN. A proteina PTEN possui cinco dominios
essenciais: o sitio N-terminal de ligacdo de PIP2(DLP), um dominio fosfatase que contém o motif
HCxxGxxR, um dominio C2, uma cauda carboxila-terminal e um motif de ligacdo PDZ. (Figura adaptada

de Worby e Dixon, 2014)

O dominio fosfatase de PTEN controla negativamente uma das vias promotoras
de cancer mais criticas existentes: a via PI3K-Akt, que esta associada a regulacdo do
crescimento e da sobrevivéncia celular. A via PI3K-Akt tem inicio quando um fator de
crescimento se liga ao receptor tirosina-quinase, causando a ativacdo da proteina chamada
PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase), que por sua vez fosforila fosfolipidios de
membrana celular chamados de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2). Essa adi¢ao de um
fosforo na posi¢do 3 de PIP, resulta na formagdo de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato

(PIP3), que fosforila proteinas como a AKT (Serine/threonine kinase 1), ativando uma
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cascata de sinalizacdo resultando na producdo de proteinas e no crescimento, migracao,
sobrevivéncia e proliferacéo celular. PTEN atua de maneira antagénica a proteina PI3K,

ao remover o grupo fosfato da posicdo 3 do PIPs, gerando PIP,, rompendo a cadeia de

sinalizacdo da Akt. (Hodakoski et al., 2015)
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Figura 8. Representacdo esquematica da via envolvendo PTEN e PI3K/AKT. A via PI3K-Akt tem
inicio quando um fator de crescimento se liga ao receptor tirosina-quinase, causando a ativagdo da proteina
chamada PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase), que por sua vez fosforila fosfolipidios de membrana celular
chamados de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP;). Essa adigdo de um fésforo na posicao 3 de PIP; resulta
na formacao de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3), que fosforila proteinas como a Akt, ativando uma
cascata de sinalizagdo envolvida no crescimento, migracdo, sobrevivéncia e proliferagdo celular. PTEN
atua de maneira antag6nica a proteina PI3K, removendo o grupo fosfato do PIP3, gerando PIP2, rompendo

a cadeia de sinalizacdo da Akt. (Figura adaptada de Worby e Dixon, 2014).

Também foram reportadas importantes funces de PTEN durante a hematopoese,
observando a relacdo da proteina com a manutencgdo das células-tronco hematopoéticas,
uma vez que a delecdo do gene eventualmente levou ao esgotamento desse tipo celular.
PTEN também esta envolvida no momento do comprometimento da célula-tronco com

as diferentes linhagens que podem se formar a partir delas. (Wu; Zhu; Wu, 2020)

O promotor do gene PTEN ¢é regulado positiva e negativamente por varios fatores
de transcricdo, como, por exemplo, EGR1, p53 e NFKkB. Algumas modificagdes

epigenéticas também foram relatadas como mecanismo de supressdo desse gene, como
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metilagdo e desacetilacdo de histonas no promotor. A regulagdo pos-transcricional é

realizada por miRNAs (Bermudez Brito; Goulielmaki; Papakonstanti, 2015).

Além dessas funcbes no citoplasma, a PTEN também desempenha papéis
importantes no nucleo, sendo encontrado no ndcleo de diversas células, como as do
endotélio, endométrio em proliferacdo e ilhotas pancreéticas, e ausente nos tecidos
neoplésicos. Um dos fatores que acreditasse colaborar para essa migracdo é a
ubiquitinacdo. PTEN nucelar auxilia na integridade gendmica e na estabilidade de p53,
importante fator de transcricdo. Foi observado que o estresse oxidativo contribui para
aumentar a presenca de PTEN no nucleo, uma vez que a forma fosforilada da proteina

tem sua migracdo atenuada. (Chang et al., 2008; Ho et al., 2020)

O aumento do estresse oxidativo pode causar a supressdo reversivel da funcéo
fosfatase de PTEN. Estudos recentes evidenciaram que esta supressao pode ser mediada
por altos niveis de peroxido de hidrogénio (H202), que causam a oxidagao dessa enzima
na Cys124, levando a formacdo de uma ligacdo dissulfeto entre esta cisteina e a Cys71
inibindo o sitio ativo desta enzima (Verrastro et al., 2016).

Um estudo realizado por Huo e colaboradores, demonstrou que a delecdo de
PTEN em fibroblastos embrionarios de camundongos provoca a diminui¢do na expressao
das PRDXs 1, 2, 5 e 6 e de SOD1, resultando no aumento dos niveis de ERO, diminuicao
da capacidade antioxidante e aumentos dos danos oxidativos ao DNA (HUO et al., 2008).
Além disso, a PRDX1 é capaz de se ligar a PTEN protegendo-o contra a supressao de sua
atividade de fosfatase lipidica, 0 que ocorre sob estresse oxidativo. Estes achados sugerem
que as PRDXs e PTEN ajam juntos para manter os niveis antioxidantes celulares e
suprimir vias promotoras de cancer, como a via PI3K-AKT (CAO; SCHULTE; KNIGHT,
2009). Alem disso, também ja foi descrita a acdo protetora da PRDX2, porém, nédo de

maneira direta como a PRDX1, mas através de sua atividade de combate ao H20». Apesar
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desses resultados, ndo existem estudos na literatura relacionando esta proteina e suas

interacOes na beta talassemia.
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2. JUSTIFICATIVA

Na beta talassemia, o estresse oxidativo afeta negativamente a funcdo bioldgica
dos eritrocitos em vérios niveis e contribui significativamente para a patogénese da
doenca (Voskou et al., 2015). Nessa anemia hemolitica, o ambiente celular é
extremamente favoravel a formagédo de ERO, os quais resultam em danos oxidativos que
culminam em hemolise e na eritropoese ineficaz na medula éssea (Fibach e Rachmilewitz,
2008). Neste contexto, a atuacdo do sistema de defesa antioxidante enzimético € de
fundamental importancia para a manutencdo dos eritrdcitos.

Um trabalho realizado recentemente por nosso grupo de pesquisa mostrou niveis
significativamente aumentados de PRDX1 em pacientes com BTNDT quando
comparados a individuos saudaveis e com BTDT, enquanto a PRDX2 mostrou-se mais
elevada em BTDT. Adicionalmente, também foi observado um aumento nos niveis de
TRX1 e SOD1 em pacientes BTNDT em relagdo aos individuos saudaveis
(ROMANELLDO et al., 2018). Em outro trabalho, foi visto a presenca de elevados niveis
da proteina APEX1 em pacientes talassémicos, proteina esta que ja foi associada a
regulacao da expressdo de PTEN (Fantini et al., 2008; Maia de Oliveira da Silva, 2019).

Conforme ja mencionado, o estresse oxidativo tem uma importante participacao
na regulacdo de PTEN, seja de sua atividade quanto de sua localizacao celular, podendo
causar tanto a sua migracdo para o nlcleo quanto retardar a passagem deste para 0
citoplasma (Verrastro et al., 2016; Ho et al., 2020). Além disso, como Huo e
colaboradores demonstraram, diversas proteinas antioxidantes, especialmente a PRDX1
e 2 além da SOD1 tem sua expressdo atrelada a producéo de PTEN, proteinas estas que
ja tiveram uma associacdo demonstrada nos fenotipos da beta talassemia. (Huo et al.,

2008; Romanello et al., 2018).
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Considerando os dados da literatura a respeito das importantes interacbes de
PTEN com o sistema antioxidante e os dados observados por nosso laboratério, e
considerando a escassez de estudos observando essas relagbes no contexto da beta
talassemia, nosso estudo visou entender como essa proteina pode estar relacionado com

os fendtipos da beta talassemia.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

O objetivo do trabalho é investigar a relacdo entre a expressdo génica e 0s niveis
proteicos de PTEN e os diferentes fendtipos observados em pacientes com beta-
talassemia, comparando esses achados tanto entre os proprios pacientes, categorizados
em fendtipos dependentes e ndo dependentes de transfusdo, quanto em relacdo a

individuos saudaveis.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar a expressdo genica e 0s niveis proteicos de PTEN comparando com a geracao
de ERO nos reticuldcitos e eritrocitos de pacientes com beta talassemia ndo dependente
de transfusdo e dependente de transfusdo, comparando-os também com individuos sadios.
- Avaliar a expressao génica de AKT e PI3K em pacientes com BTNDT e BTDT e
correlacionar com os niveis de PTEN observados.

- Avaliar a atividade de PTEN (fosforilagdo da extremidade C-terminal) em hemécias de
pacientes beta talassémicos.

- Avaliar a expresséo génica de SHP2 em pacientes com BTNDT e BTDT e correlacionar
com os niveis de PTEN observados.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Aspectos éticos da pesquisa

Este projeto foi aprovado pelos Comités de Etica Institucionais (CAAE:
28263220.9.1001.5504) e todos os pacientes e controles s6 foram incluidos no estudo
apos a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Todos os
procedimentos foram realizados conforme a resolucdo n® 466/2012 da Comissao Nacional

de Etica em Pesquisa (CONEP).

4.2 Pacientes e controles

Foram convidados pacientes com diagndstico molecular de beta talassemia
previamente realizado pela Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Estado de
Pernambuco (Fundacdo HEMOPE). Estes pacientes se encontravam em fase estavel, na
auséncia de infeccdo ou processos inflamatorios e sem crises de dolorosas recentes.
Amostras de sangue periférico de individuos saudaveis foram usadas como controles, este
grupo foi composto por doadores voluntarios. A seguir mais dados sdo fornecidos sobre
0s grupos analisados.

Foram analisados 13 pacientes beta talassémicos ndo dependentes de transfusao,
homozigotos para a mutacdo IVS-1-6 (T—C) (B+), com idades entre 32 e 63 anos (49,15
+ 8,76), sendo 8 do sexo feminino e 5 do sexo masculino. Os controles analisados somam
16 individuos sadios no total, com idades entre 22 e 42 (28 = 1,67), sendo 8 do sexo
feminino e 8 do sexo masculino.

Adicionalmente, também foram utilizadas amostras de pacientes beta talassémicos
dependentes de transfusao para efeitos comparativos, as quais correspondem a 9 no total,
com idades entre 14 e 35 (24 + 8,52), sendo 4 do sexo masculino e 5 do sexo feminino.

Estes pacientes apresentavam os seguintes genotipos: 1IVS-1-6 (T — C) (B+) / IVS-I-5 (G
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— C) (B+) (5 individuos), IVS-1-6 (T — C) (B+) / IVS-1-110 (G — A) (B0) (1 individuo),
IVS-1-1 (G — A) (B0) / IVS-11-849 (A — G) (B0) (1 individuo), CD12 (-C) / IVS-11-849
(A—G) (1 individuo), IVS-I-1 (G—A) / IVS-I-1 (G—A) (1 individuo). Os dados
hematologicos dos pacientes sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Dados hematoldgicos dos pacientes.

L Beta talassemia
Beta talassemia nado

Parametros dependente de transfuséo dependsntie de
n=13 trans_usao
n=9
Cel. Verm. (10°mm?) 3,9+0,55 2,98 + 0,46
Hb (g/dL) 7,6 £0,54 6,53 +1,24
VCM (fL) 66,3 £ 8,85 71544
Ret (%) 7,9+ 3,57 3,73+3,.2
Hct (%0) 25,3+ 1,66 21,3+3,78
HbF (%) 8,5+ 3,99 41,61 + 41,89
HbA (%) 84,3 + 4,02 55,12 + 41,52
HbA2(%) 7,2+0,74 3,27 £0,51
Cel. Branc. (103mm?) 11,8 + 6,52 12,42 £5,34

Cel. Verm., células vermelhas; Hb, hemoglobina; VCM, volume corpuscular médio; Ret, reticuldcitos; Hct,
hematdécrito; HbF, hemoglobina fetal; HbA, hemoglobina A; Hb A2, hemoglobina A2; Cel. Branc., células
brancas. Os dados sdo apresentados com média e desvio padréo.

4.3 Separacdao de reticuldcitos

As amostras de sangue periférico (4mL) foram coletadas em tubo com EDTA (&cido
etilenodiamino tetracético) e transferidas para tubo cénico de 15mL. Apds centrifugacédo
em 800g, 10 minutos a 4 °C, o plasma foi descartado, sendo adicionado 5x o volume de
solugdo de lise de hemacias (0.144M NH4Cl; 0.01M NH4HCO3). As amostras foram
incubadas 30 minutos em gelo, com agitacdo vigorosa a cada 5 minutos. ApoOs
centrifugagdo de 2500g 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 solucéo de Sucrose/KCl (1.5M Ci2H22011; 0.15M KCI, filtrada ou preparada com

H-O tratada com DEPC) e centrifugado novamente 2500g por 20 minutos a 4 °C. O
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sobrenadante contendo agora apenas reticulécitos foi transferido para novo tubo, tratado
com 700ul de Acido acético 10% e centrifugado 2500g 20 minutos a 4°C. O precipitado
(pellet) foi entdo ressuspendido e homogeneizado em 1mL de Trizol® (Invitrogen -
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), que rompe as células,

dissolvendo os componentes celulares sem comprometer a integridade do RNA.

4.4 Extracdo de RNA

O RNA de reticulocitos foi extraido pelo método de Trizol® (Invitrogen-Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) de acordo com as instrucdes do
fabricante. As amostras contendo reticuldcitos e Trizol® foram incubadas por 5 minutos
a temperatura ambiente, a fim de que houvesse completa dissociacdo dos complexos
nacleo-proteicos, foram adicionados 200uL de cloroformio (CHCls) e agitado
vigorosamente, sendo realizada nova incubacao por 3 minutos a temperatura ambiente.
Apbs centrifugacdo por 15 minutos a 12.000g em temperatura de 4°C, a fase aquosa foi
retirada e acondicionada em outro tubo, prosseguindo imediatamente para a etapa de
precipitacdo com 500uL de isopropanol gelado. Apos homogeneizacdo, foi realizada
nova incubacdo por 10 minutos em temperatura ambiente seguida de centrifugacéo por
10 minutos a 15.000g a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado adicionado
1mL de etanol gelado a 75%, misturando por inversdo com cuidado para que nao
houvesse descolamento do precipitado. 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 RNAse e incubado a 42°C por 10 minutos e
posteriormente colocado em gelo para solubilizacdo total do RNA. As amostras foram
guantificadas em espectrofotdmetro (NanoVue, GE Healthcare Life Sciences, Chicago,
Illinois, USA) e avaliadas quanto a integridade em gel desnaturante de agarose. As

amostras com qualidade adequada de RNA apresentavam integras as duas subunidades
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ribossomais 18S e 28S. Apds a eletroforese, as amostras de RNA foram armazenadas em

freezer -80 °C.

4.5 Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para retirar possiveis contamina¢fes do RNA com moléculas de DNA, 2,0ug de
cada RNA extraido foi tratado com 1,0 uL da enzima DNAsel (Invitrogen - Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), 1,0 uL de tampéo de reacdo (DNAsel reaction
buffer) com MgCl, 10X (Tris-HCI pH 8.4 200mM, MgCl; 20mM, KCI 500mM), em um
volume final de 10uL. A reagdo foi incubada por 30 min a temperatura de 37°C e
paralisada com a adicdo de 1,0 uL de EDTA 50mM e incubacéo 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 Oligo (dT) (Exxtend) e o kit High-Capacity cDNA
Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems-Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). A amostra de RNA tratada, foi adicionado 0,5 pL de oligoDt e 4,2
puL de DEPC H20, incubado a 65°C por 5 minutos. A seguir, foram adicionados 2,0 puL
de 10X RT Buffer, 0,8 uL de 25X dNTPs Mix (100 mM de cada dNTP), 1,5 pL de 10X
RT Random Primers, e 1,0 uL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/uL). A
sintese de cDNA foi feita a 25 °C por 10 minutos, 37 °C por 120 minutos. A reacdo foi
paralisada através de incubacdo 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 qPCR utilizando iniciadores para o gene de referéncia beta actina

(ACTB). A amplificacdo adequada deste gene indica uma boa sintese de cDNA.
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4.6 Reacdo de PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

A deteccédo de amplificacdo em tempo real foi feita no equipamento Step One Plus
(Applied Biosystems-Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) onde foi
utilizado o reagente GoTag® gPCR Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, USA),
que emite sinal de fluorescéncia ao intercalar com DNA dupla-fita. Os primers foram
desenhados no programa online OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA Technologies,
Coralville, lowa, USA), analisados quanto a formacdo de estruturas como hairpins e
dimers e submetidos ao programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para confirmagéo
de especificidade. Como controle endégeno utilizou-se primers para amplificacdo do
gene da beta actina (BAC). Em todos os casos foram feitos controles negativos, com dgua
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 15s e
60 °C por 1 min. Apos a amplificacdo, a curva de melting foi determinada, através da
variacdo de temperatura de 95 °C por 15s, 60 °C por 1 min e novamente 95 °C por 15s.
Os primers utilizados neste estudo estao listados na tabela 3.

A quantificacdo dos resultados se baseia na derivacgdo da formula 224€T (Livak e
Schmittgen, 2001). As amostras estudadas tiveram a expressao relativa determinada. Os
dados de Ct foram exportados para uma planilha no programa Excel (Microsoft
Corporation) e, entdo, analisados. O ACt foi calculado utilizando as diferencas na média
de Ct entre os genes alvos e seus controles enddgenos. Apos, 0 A4Ct foi calculado em
relacdo a uma situacdo considerada referéncia, que constitui a amostra calibradora. Em

seguida, procede-se calculando 0 2"24¢T (Livak e Schmittgen, 2001).
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Gene lea\rzgsrsode Forward primer Reverse primer
Beta Actina >~ >
(BAC) NM 0011015 CAAGCAGGAGTATG GCCATGCCAATCT
ACGAGTC-3’ CATCTTG -3’
phosphatase and 5'- 5'-
tensin homolog NM_000314.8 CACCAGATGTTAGTG TCATGGTGTTTTA
(PTEN) ACAATGAAC -3' TCCCTCTTGA -3'
AKT NM_00101443 > >
serine/threonine o TCTATGGCGCTGAGA CTTAATGTGCCCG
kinase 1 (AKT1) ' TTGTG -3' TCCTTGT -3'
phosphatidylino
sitol-4,5- . .
bisphosphate 3- > >"
Kinase catalytic NM _006218.4 TACCCGAGTGCCAA AATCGGCCATGTG
) AAATGC -3' GTTTGTG -3'
subunit alpha
(PI3K)
SH2 Domain-
Containing 5'- 5'-
Protein Tyrosine NM—OE?1137462 CAGGGACGTTCATTG AATCGGTACTGTG
Phosphatase ' TGATTG -3' CTTCTGTC -3'
(SHP2)

4.7 Padronizagdes para o PCR quantitativo em tempo real

4.7.1 Concentracao de Primer

A concentracdo 6tima do primer utilizado na qPCR, deve ser minima o suficiente

para permitir a duplicacdo de todas as cOpias do gene presentes na amostra sem que haja

a formacdo de produtos secundarios. Para isso, utilizando a mesma quantidade de

amostra, foram feitas reacGes contendo cada um dos primers (foward e reverse) nas

concentracgdes finais apresentadas na tabela 4.
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Tabela 4. Matriz para Padronizagio da Concentracio Otima de Primers Forward e

Reverse

Primer Reverse (nM)

T
S 100 150 300
o —~~
L = 100 100/100 100/150 100/300
£ 150 150/100 150/150 150/300
(a8

300 300/100 300/150 300/300

A concentracdo ideal foi aquela na qual o gene de interesse obteve o menor valor
de Ct (ciclo threshold), maior ARn (varia¢ao de fluorescéncia) e ndo apresentou formagéo
de dimeros, mesmo nos pogos com NTCs (no-template controls). Na tabela 5 estdo
listadas as concentracdes Otimas dos primers utilizados na amplificacdo dos genes de

estudo.

4.7.2 Eficiéncia de reagdo

Para que a reacdo de gPCR seja confiavel e reprodutiva sdo necessarias condi¢oes
Otimas de reacdo, onde as amplificacBes apresentem 100% de eficiéncia a cada ciclo de
amplificacdo, ocorrendo duplicacdo da amostra. Apds determinadas as concentragdes
ideais dos primers foram realizadas diluicdes seriadas de uma amostra conhecida para
avaliar a eficiéncia do experimento, a qual é indicada pela inclinacdo (slope) da curva
padrdo. Utilizaram-se dilui¢des seriadas de amostras de cDNA de um individuo do grupo
controle. Uma eficiéncia de 100% resulta em uma curva padrdo com slope de -3,32. A
eficiéncia de amplificacio é dada pela formula E= 10¢s!°P9)-1, Qutros parametros como
r> e Y- intercept (ponto no qual a curva corta 0 eixo Y) também sdo obtidos neste

experimento e foram cuidadosamente avaliados. Para ser considerado eficiente, um
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primer deve apresentar valor de eficiéncia entre 95 — 105%, R2 > 0,99, slope proximo a
-3,32 e Y- intercept maior que 32 (Bustin et al., 2009). A curva de melting também foi
analisada para verificar a formacdo de dimeros ou amplificacBes inespecificas,
representadas pelo aparecimento de mais de um pico. Apds obtidos e analisados 0s
pardmetros citados, é determinado um threshold que sera utilizado nas anlises
posteriores (Bustin et al., 2009). Os principais parametros referentes a cada primer
utilizado neste trabalho estéo listados na tabela 7.

Tabela 5. Parametros de importéancia para os primers caracterizados

Gene Concentracao Eficiéncia Threshold
Beta-Actina 300/150 101,311% 0,098701
PTEN 100/150 101,685% 0,139978
PI3K 100/100 97,141% 0,1
AKT1 100/100 104,559% 0,08
SHP2 150/150 96,014% 0,08

4.8 Western Blotting

Para a lise das células vermelhas utilizou-se o seguinte tampéo: EDTA (10mM),
Trizma base (100mM), pirofosfato de sodio (10mM), fluoreto de sddio (100mM),
ortovanadato de sédio (10mM), PMSF (2mM), Aprotinina (0,1mg/ml) Triton (10%) e
cOmplete™, Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche Applied Science). Amostras de
sangue periférico foram centrifugadas a 3.000 g para separacdo do plasma e remocao do
buffy coat. O precipitado de hemécias e o plasma foram transferidos para diferentes tubos,
onde foi adicionado o mesmo volume de tampdo as amostras. Estas amostras foram
incubadas por 40 minutos em gelo, com agitacdo vigorosa a cada 5 minutos. Apos
centrifugacdo de 12.000g por 20 minutos a 4 °C, o sobrenadante foi transferido para novo

tubo e as proteinas foram quantificadas pelo método de Lowry (Lowry et al., 1951).
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Ap0s estabelecer a mesma concentragdo de proteinas totais para todas as amostras
(50pg), foram adicionados a elas tampdo de Laemmli (Laemmli, 1970). As proteinas
foram separadas por SDS-PAGE em condigOes desnaturantes e redutoras, transferidas
para uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, Califérnia, EUA) por
transferéncia submersa. A membrana foi bloqueada por 2 horas com 5% p/v de leite
desnatado em TBS-T (50mM Tris, 150mM NaCl, pH=8, com 0,1% v/v de Tween 20).
Todos os anticorpos foram utilizados conforme orientagdo do fabricante. Anticorpos
primarios: PTEN (138G6) Rabbit mAb #9559 (Cell Signaling), Phospho-PTEN
(Ser380/Thr382/383) Antibody #9554 (Cell Signaling), Anti-GAPDH policonal rabbit
(diluigdo 1:10.000, EMD Millipore #ABS16); Anticorpos secundarios: Goat anti-rabbit
1gG conjugated HRP (diluicdo 1:10.000, Biorbyt Ltd - Cambridge, Cambridgeshire, UK).

Ap0s incubacdo com anticorpo secundario por 3 horas, a membrana foi lava
lavada (TBS-T por 4X de 5 min. cada) e incubada com um reagente de deteccdo da
atividade da HRP (SuperSignal West pico Chemiluminescent Substrate -
ThermoScientific) por quimioluminiscéncia de acordo com as instrugdes do fabricante.
As bandas foram visualizadas e fotografadas usando um aparelho fotodocumentador
ChemiDoc (Bio- Rad, Hercules, Califérnia, EUA). As andlises quantitativas foram

realizadas por densitometria usando o ImageJ Software (http://imagej.nih.gov/ij/).

4.9 Anélise estatistica

Os dados sdo apresentados na forma de média com desvio padrdo (+SD; standard
deviation) e foram comparados com o teste Kruskal-Wallis e corre¢do de Dunn, utilizando
0 GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.). Valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Niveis de RNAmM de PTEN séo alterados em reticulécitos de pacientes beta
talassémicos nédo dependentes de transfusao

Os niveis transcricionais de PTEN foram analisados em reticulocitos de individuos
saudaveis (CTRL) (n= 10) e pacientes com beta talassemia nao dependente de transfusédo
(BTNDT) (n= 13) e dependente de transfusdo (BTDT) (n= 9). Os resultados obtidos
mostraram um aumento significativo dos niveis de RNAmM de PTEN em pacientes
BTNDT quando comparados com individuos sadios e nenhuma diferenca entre 0s

pacientes BTDT e os demais grupos analisados (figura 9).
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Figura 9. Analise da expressdo génica de PTEN em reticulécitos de pacientes beta talassémicos néo
dependente de transfusdo (n=13) e dependente de transfusfes (n=9) e individuos sadios (n=10). A
gPCR foi realizada utilizando os primers descritos na tabela 3. A expressdo relativa dos RNAm foi
mensurada utilizando o gene de referéncia beta actina (BAC). Os resultados estdo apresentados na forma
de mediana. Os valores de p foram considerados significativos (**p=0,0034). Para as anélises, foi utilizado

o teste de Kruskal-Wallis.

Nossos resultados revelam um aumento significativo da expressdo de PTEN nos

pacientes beta talassémicos ndo dependente de transfusdo quando comparados aos
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individuos controles, e ainda que ndo seja significativo, parece haver também um
aumento em relacdo ao grupo de pacientes dependente de transfusées. Considerando 0s
estudos de Huo que investigou os efeitos da delecdo de PTEN e Romanello que estudou
0s antioxidantes em pacientes talassémicos, nossos dados corroboram esta literatura, uma
vez que este aumento observado nos pacientes ndo dependente de transfusdo estd em
concordancia com um aumento do RNAm de PRDX1 e SOD observados por Romanello.
(Huo et al., 2008; Romanello et al.,2018)

Curiosamente, observando os resultados da quantificacdo relativa de RNAm de
PTEN, tornou-se perceptivel uma separagdo entre dois grupos nas amostras constituidas
pelo grupo de pacientes BTDT. Essa curiosa separagdo nos chamou a nossa atengéo, por
isso voltamos nossos olhos para os dados dos pacientes. Entre os pacientes beta
talassémicos dependente de transfusdes inseridos no estudo, foi observada uma grande
discrepancia entre os niveis de HbA e HbF dos pacientes, entdo optamos por separar 0s
resultados considerando esta separagdo e plotamos novamente os resultados separando
estes grupos. Para melhor entendimento, os pacientes com altos niveis de HbA foram
classificados como grupo BTDT A e o grupo com altos niveis de HbF foi denominado de
BTDT F. Além disso, o grupo BTDT A passou a se diferenciar estatisticamente do grupo

de pacientes BTNDT (Figura 10)
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Figura 10. Andlise da expressdo génica de PTEN em reticulécitos de pacientes beta talassémicos néo
dependentes de transfusdo e dependentes de transfusdo e individuos sadios. A qPCR foi realizada
utilizando os primers descritos na tabela 3. A expressao relativa dos RNAm foi mensurada utilizando o
gene de referéncia beta actina (BAC). Os resultados estdo apresentados na forma de média com desvio
padrdo. Com a divisdo dos pacientes dependente de transfusfes em dois grupos, é possivel perceber uma

redugdo do grupo BTDT A em comparagdo ao grupo BTNDT (p=0,0144)

Observando os dados hematologicos desses pacientes foi possivel perceber que o
grupo denominado como BTDT A tem indices de HbA bem mais proximos do grupo de
pacientes beta talassémicos ndo dependente de transfusdo. Além disso, chamou-nos a
atencdo que apesar de serem classificados como BTDT, o grupo denominado como BTDT
F possui altos niveis de HbF e ainda que ndo seja estatisticamente significante, ele parece

apresentar os niveis mais altos de RNAm de PTEN. (Tabela 6).

Tabela 6. Parametros hematol6gicos dos pacientes beta talassémicos dependentes de

transfusdo agrupados segundo os niveis de HbF.
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Parametros Beta talassemia dependente Beta talassemia
de transfuséo (A) dependente de transfuséo
n=6 (F)
n=3
Cel. Verm. (10°mm?) 3,2+0,33 2,5+0,08
Hb (g/dL) 7,2+1,01 53+0,21
VCM (fL) 72,1+5.3 70,2 +1,91
Ret (%) 381371 3,7+2,53
Hct (%) 23,3+2,98 238+25
HbF (%) 13,8 £4,86 97,2+0,12
HbA (%) 82,7+ 4,89 0
HbA2(%0) 35+£0,44 2,8+£0,12
Cel. Branc. (10°mm?) 144 +£5,6 8,5+ 1,44

Uma das principais vias terapéuticas para tratamento da beta talassemia é a busca pelo
resgate da expressdo de HbF, que realizaria a funcdo da cadeia beta afetada. Um estudo
de Yu e colaboradores cujo objetivo era encontrar potenciais alvos para farmacos
observou que inibir a atuacdo de PTEN teve um efeito positivo na ativacao de HbF através
davia AKT (Yuetal., 2022). Ao observarmos os dados dos pacientes estudados, podemos
perceber a baixa concentracdo de HbF entre os pacientes talassémicos ndo dependente de
transfusdo, que apresentaram altos niveis do RNAmM quando comparados com 0 grupo
controle.

Porém, quando observamos os subgrupos da BTDT, vemos que o grupo “F” tem uma
maior concentragdo de RNAm que o grupo “A”, entretanto, os niveis observados de HbF
sdo o oposto do que seria esperado, com os pacientes do grupo “F” apresentando uma
quantidade maior de HbF, sugerindo que possa haver mecanismos de controle em agéo
muito além da simples reducdo ou eliminacdo de PTEN, como a existéncia de SNPs que
afetem o funcionamento da proteina. Para a constatacdo dessa hipétese, estudos mais
aprofundados e com mais pacientes devem ser conduzidos.

Um ponto importante a ser destacado que ressalta a presenca de mecanismos ainda
desconhecidos envolvidos nesse processo é que o estudo de Yu e colaboradores utilizou

linhagens celulares como modelo de estudo, demonstrando que a inibi¢do de PTEN teve
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efeito positivo na producdo de HbF sem que houvesse prejuizo da diferenciagéo, enquanto
Zhang e colaboradores utilizaram uma linhagem de camundongos quando fizeram a
observacgdo do efeito negativo da delecdo de PTEN na manutencdo do pool de células-
tronco hematopoéticas e a prevencdo do comprometimento destas com doencas
mieloproliferativas (Yu et al., 2022; Zhang et al., 2006).
5.2 Avaliacao do contetdo proteico de PTEN revela importante reducdo na presenga

da proteina em pacientes beta talassémicos dependentes de transfuséo

Visando caracterizar a producao da proteina PTEN e relacionar com os achados de
gPCR, os niveis de proteina de PTEN foram avaliados em hemécias de individuos sadios
(CTRL, n=6) e de pacientes beta talassémicos, ndo dependente de transfusdo (BTNDT,
n=10) e dependentes de transfusdo (BTDT, n=10). Diferente dos resultados encontrados
no gPCR, ndo detectamos diferenca significativa nos niveis da proteina quando
comparados os grupos CTRL e BTNDT (A), porém, os niveis de PTEN foram
significativamente menores em pacientes BTDT quando comparados com o grupo

controle e com o grupo intermediario (B e C) (Figura 11).
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Figura 11. Analise do nivel proteico de PTEN no lisado celular de eritrdcitos de individuos sadios

(CTRL, n=6) e em pacientes com beta talassemia ndo dependente de transfusdo (BTNDT, n=10) e
beta talassemia dependente de transfusdo (BTDT, n=10). As amostras foram separadas em SDS-PAGE
redutor de 12% (p/v) usando 50ug de proteina total de cada amostra. A intensidade das bandas foi
mensurada utilizando como referéncia end6gena 0 GAPDH. As analises quantitativas foram realizadas por
densitometria usando o ImageJ Software. Os resultados sdo apresentados na forma de média com desvio
padrdo (xSD) e sdo representativos de duas membranas independentes. (A) N&o houve diferenga
significativa entre os niveis de PTEN em controles e BTNDT. (B) Houve reducéo consideravel do contetido
de PTEN em BTDT comparado a individuos controles (p = 0,0017) e também quando comparados ambos

os fenétipos da doenca (C) (p=0,0232).

De maneira similar ao que foi observado pelo estudo da expressao genica, observamos
uma importante reducéo do contetdo proteico de PTEN em pacientes beta talassémicos
dependente de transfusdes, 0 que novamente concorda com os dados estabelecidos uma

vez que esses pacientes demonstram também niveis reduzidos da PRDX1. Entretanto,
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eles exibem niveis elevados da PRDX2 o que podem indicar que uma via diferente de
sinalizacdo esté ativa.

PTEN exerce sua funcdo de fosfatase desde que seu sitio ativo esteja protegido de
inativacdo através da oxidacdo. Essa inativacdo pode ser aumentada pela presenca de
espécies reativas de oxigénio, especialmente H2O., que esta presente em abundancia nos
pacientes beta talassémicos. A protecdo de PTEN desta inativacdo estd intimamente
ligada ao sistema antioxidante das células, principalmente PRDX1, PRDX2 e TRXL1.

Conforme ja citamos anteriormente, Romanello e colaboradores observaram que os
pacientes talassémicos dependente de transfusdes possuem um nivel reduzido de PRDX1
quando comparados com os ndo dependentes de transfusdo, porém, ha uma inversdo ao
observar os niveis de PRDX2. Entretanto, 0 mesmo estudo observou haver uma maior
hiperoxidagdo das peroxirredoxinas 2-Cys em pacientes talassémicos dependentes de
transfusdo, apontando que, ainda que a maior concentragdo de PRDX2 pudesse proteger
PTEN, a grande presenga de ERO pode inviabilizar esta colaboragdo (Romanello, et al.
2018).

Ainda ndo ha uma clara definicdo de como PTEN migra para o ndcleo, sendo que se
acredita que esse processo possa ocorrer devido a ubiquitinacdo. Entretanto, foi
observado por Chang e colaboradores que o estresse oxidativo colabora com essa
recolocacdo, a0 mesmo tempo, em que retarda a passagem de PTEN fosforilado para o
citoplasma (Chang et al., 2008). Uma vez que a fase final da diferenciagdo eritroide
envolve a extrusdo do nucleo, todo o conteldo proteico deste ndo pode ser avaliado,
porém, podemos supor que esse mecanismo colabore para as quantidades discrepantes de
proteina observadas. Corroborando com a possibilidade da perda desses niveis proteicos,
ndo pudemos detectar nas proteinas a mesma diferenca que observamos quando

separamos 0s pacientes por sua concentracdo de HbA.
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Outro importante parceiro ja estabelecido de PTEN, a proteina APEX1 também ja foi
identificada como sendo diferencialmente regulada em pacientes talassémicos ndo
dependente de transfusdo e dependente de transfusdo (Fantini et al., 2008; Maia de
Oliveira da Silva et al., 2019). APEX1, curiosamente, esta envolvido tanto com a
proliferacdo celular e a prevencdo da morte celular, quanto regula fatores como a p53 e
Egr-1 que estéo envolvidos com apoptose. Foi observado que PTEN depende da ativacao
de Egr-1 por APEX1, e também que sua presenca no nucleo pode estabilizar p53 e
melhorar suas fungdes (Chang et al.,2008). Entre as ac¢des conjuntas de p53 e PTEN,
podemos destacar o estudo de Lee e colaboradores que observaram que a delecdo de p53
pdde recuperar a capacidade de reconstituicdo das células-tronco hematopoéticas que se
apresentava prejudicada pela prévia delecdo de PTEN, sugerindo que a regulacéo fina de
PTEN permitindo sua livre circulagdo pela célula seja um ponto-chave para a regulagdo

da homeostase celular.

5.3 A expressdo de PI3K é aumentada em pacientes talassémicos

Considerando que as proteinas PI3K, AKT formam uma importante via de sinalizacao
celular associada a PTEN que regula varios processos celulares, incluindo crescimento,
sobrevivéncia, metabolismo e resposta ao estresse oxidativo avaliamos nossa hipotese é
que a sinalizacdo alterada da via PI3K/AKT/PTEN pode contribuir para a patogénese da
beta talassemia. Por essa razdo, avaliamos a expressao dessas enzimas em pacientes
BTNDT (n=13) e BTDT (n=9), além de compara-los com o controle (n=10). Foi
observado que tanto os pacientes BTNDT quanto os BTDT a expressdo de PI3K mostrou
um aumento significativo da expressdo quando comparados com o controle, sem
diferenga entre os grupos de pacientes. J& para o gene AKT1, ndo foi observada diferencga

significativa entre os trés grupos (Figura 12).
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Figura 12. Andlise da expressao génica de P13k e AKT em reticulécitos de pacientes beta talassémicos
néo dependentes de transfusédo (n=13) e dependentes de transfusao (n=9) e individuos sadios (n=10).
A gPCR foi realizada utilizando os primers descritos na tabela 3. A expressdo relativa dos RNAm foi
mensurada utilizando o gene de referéncia beta actina (BAC). Os resultados estdo apresentados na forma
de média com desvio padrdo (SD). (A). Houve um aumento significativo nos niveis de RNAmM em pacientes
BTNDT e BTDT quando comparados ao controle. (B). N&o houve diferenca significativa entre os grupos

analisados para AKTL.

A via PIBK/AKT é de grande importancia para a proliferacdo celular e também
desempenha um importante papel na eritropoese. Bouscary e colaboradores
demonstraram que PI3K ¢ ativada pela EPO e que a inibicdo desta via levava a uma
apoptose entre 0s progenitores eritroides (Bouscary et al., 2003). Desta forma, nossos
dados corroboram esta observacdo, uma vez que niveis aumentados do RNAm de PI3K
foram encontrados em ambos o0s grupos de pacientes beta talassémicos.

Considerando a func¢do antagbnica entre PTEN e PI3K, € interessante observar que o
grupo talassémico intermediario possui, além do aumento da expressdo de PI3K, um
aumento da expressdo de PTEN. Pacientes talassémicos, conforme ja mencionado,
precisam produzir novas células eritroides em um ritmo mais acelerado quando
comparado com a duracdo do processo em individuos controles. Entretanto, essa

producdo pode ser danosa para esses pacientes, uma vez gque esse processo acaba gerando
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a condicdo chamada de eritropoese ineficaz, que consiste na incapacidade dos
progenitores eritroides de se diferenciarem completamente, seja por consequéncia da
morte celular ou defeitos intrinsecos. Essa incapacidade de diferenciacdo também foi
vista por Choorapoikayil e colaboradores que geraram zebrafish mutantes com a delecéo
de PTEN, onde sinalizagdo de PI3K favoreceu a proliferacdo de células da linhagem
sanguinea, porém a capacidade de diferenciacdo em células maduras foi comprometida.
Essa morte celular gera um ciclo de sinalizacdo para produgdo de novas células que
eventualmente pode gerar consequéncias graves ao paciente, como a
hepatoesplenomegalia e a sobrecarga de ferro. (Ramos et al., 2010; Choorapoikayil et al.,
2014).

A presenca de niveis elevados no RNAm em pacientes ndo dependente de transfuséo
sugere que PTEN realmente possa estar agindo para reduzir a elevada proliferacao celular.
Ao analisarmos os niveis proteicos de PTEN, entretanto, percebemos ndo haver diferenca
de contetdo entre pacientes talassémicos ndo dependente de transfusdo e controles,
porém, hd uma reducdo significativa em seu conteudo nos pacientes talassémicos
dependente de transfuséo, tanto em relagdo ao grupo controle quanto em relagao ao grupo
intermediéario, fazendo sentido se considerarmos que esses pacientes estdo sujeitos a um
prognastico pior com relagdo aos danos causados pela eritropoese ineficaz.

Considerando os efeitos negativos causados pela eritropoese ineficaz nos pacientes,
podemos supor que o controle exercido por PTEN esteja relacionado a uma tentativa do
organismo de conter a producdo excessiva de novas células eritropoéticas. Embora essa
producdo seja necessaria devido a rapida destruicdo das hemacias, o processo continuo
também acarreta uma série de efeitos adversos, sugerindo que PTEN possa atuar como

um modulador para mitigar esses impactos negativos.
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Uma vez que ocorreu uma evidente divisdo entre os fenétipos de BTDT, optamos
por tratar os dados dos genes PI3K e AKT1 de maneira semelhante, considerando os
grupos de pacientes observados com PTEN. E possivel observar que ndo ha diferenca
significativa entre os subgrupos BTDT e nenhum dos demais grupos. Para o gene AKT1,

ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica entre os grupos avaliados (Figura 13).
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Figura 13. Analise da expressdo génica de P13k e AKT em reticuldcitos de pacientes beta talassémicos
néo dependente de transfuséo e dependentes de transfuséo e individuos sadios. A qPCR foi realizada
utilizando os primers descritos na tabela 3. A expressdo relativa dos RNAm foi mensurada utilizando o
gene de referéncia beta actina (BAC). Os resultados estdo apresentados na forma de média com desvio
padrdo (SD). (A). Houve um aumento significativo nos niveis de RNAm em pacientes BTNDT quando
comparados ao controle (**p=0,0027). (B). Ndo houve diferenca significativa entre os grupos analisados

para AKTL1.

Quando separamos 0s grupos analisados considerando o agrupamento visto para
0 RNAm de PTEN, percebemos que PI3K néo € possivel identificar o aumento observado
em BTDT. Se associarmos esses dados com os conhecimentos obtidos da literatura,
podemos supor que esse aumento de PI3K esteja relacionado a proliferagéo celular
presente na doenca, enquanto os niveis de PTEN ainda que elevados podem estar

concentrados em uma via secundaria que pode estar relacionada com a HbF. Entretanto,
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ainda sdo necessarios estudos mais aprofundados para identificar corretamente essa

relacao.

5.4 Avaliacdo do estado de fosforilacdo de PTEN sugere uma queda em pacientes
BTDT

A fosforilagdo da regido C-terminal de PTEN regula tanto sua atividade quanto
sua estabilidade. Na forma desfosforilada, PTEN permanece ativa, porém mais suscetivel
a degradacdo. J& sua forma fosforilada, embora reversivelmente inativada, perde a
capacidade de interagdo com a via PI3K (Millella et al., 2015). Para avaliar o estado de
fosforilacdo dessa proteina nos grupos analisados, realizamos um experimento de western
blot, quantificando a forma fosforilada e comparando-a com a quantidade total de PTEN.
Os resultados mostraram uma aparente reducdo na presenca de PTEN fosforilada em
pacientes com beta-talassemia ndo dependente de transfusédo (BTDT) em comparagéo aos

pacientes com beta-talassemia ndo dependente de transfusédo (BTNDT) (Figura 14).
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Figura 14. Analise da fosforilagdo de PTEN no lisado celular de eritrdcitos de individuos sadios
(CTRL) e em pacientes com beta talassemia ndo dependente de transfusdo (BTNDT) e beta
talassemia dependente de transfusédo (BTDT). As amostras foram separadas em SDS-PAGE redutor de
12% (p/v) usando 50ug de proteina total de cada amostra. A intensidade das bandas foi mensurada
utilizando como referéncia endégena o GAPDH, e os resultados representam o contetido de PTEN-P
comparada com o conteldo total de PTEN. As andlises quantitativas foram realizadas por densitometria
usando o ImageJ Software. Os resultados séo apresentados na forma de média com desvio padréo (+SD) e

sdo representativos de duas membranas independentes. N&o houve diferenca significativa do contetido de

PTEN-P entre os grupos analisados.

Como ja descrito anteriormente, a forma fosforilada de PTEN possui uma maior
estabilidade, porém perde sua capacidade de interacdo com o substrato PIP3. Além disso,
também h& indicios de uma maior migracdo desta conformag&o da proteina para o nlcleo,
onde o estresse oxidativo regula seu retorno ao citoplasma (Chang et al., 2008).

Corroborando esse fato, podemos perceber que os individuos controle possuem uma
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maior quantidade da proteina fosforilada quando comparados aos grupos de pacientes,
uma vez que esses individuos estdo submetidos a uma quantidade menor de estresse
oxidativo, e, portanto, sua capacidade de circulagdo de PTEN na forma fosforilada néo é
afetada.

Observando os resultados obtidos, é possivel perceber que o grupo de pacientes
beta talassémicos ndo dependente de transfusdo, ainda que n&o estatisticamente
significante, indica uma quantidade maior de PTEN em sua forma ativa, 0 que novamente
aponta para a questdo da interrupcdo da via PIBK/AKT1 e consequente reducdo dos
potenciais riscos trazidos pela eritropoese desenfreada que pode acometer esses pacientes.

Com relacéo aos pacientes dependente de transfusdes, estes ja haviam apresentado
baixos niveis de PTEN total, e os resultados sugerem também uma baixa presenca da
forma fosforilada, indicando que a forma ativa é mais proeminente ainda que esteja
presente em quantidades muito menores comparada aos pacientes beta talassémicos néo

dependente de transfusdo.

5.5 Avaliacdo de SHP2 né&o revela diferencgas significativas entre os grupos de

pacientes estudados.

SHP2 é uma tirosina-fosfatase com um papel na regulacdo oncogénica, sendo
superexpresso em tumores gastricos, através da ativacdo de AKT. Além disso, ja foi
demonstrado um papel positivo dessa proteina em hematopoese (Tseng et al., 2012; Zhu
et al., 2015). Considerando que alguns estudos ja associaram de maneira inconclusiva a
relacdo desta com PTEN, optamos por observar como estaria a expressao genica de SHP2

nos pacientes analisados (Figura 15).
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Figura 15. Anélise da expressdo génica de SHP2 em reticulcitos de pacientes beta talassémicos néo
dependente de transfusdo e dependente de transfusdo e individuos sadios. A qPCR foi realizada
utilizando os primers descritos na tabela 3. A expressdo relativa dos RNAm foi mensurada utilizando o
gene de referéncia beta actina (BAC). Os resultados estdo apresentados na forma de média com desvio
padrdo (SD). (A). Ndo houve diferenca significativa entre os grupos analisados. (B). Considerando a
separacdo dos pacientes BTDT com relagdo aos niveis de HbA/HbF, também ndo houve diferenca

significativa.

De acordo com Zhu e colaboradores, SHP2 e PTEN possuem papéis antagénicos
na mieloproliferacdo, porém cooperam para promover a eritropoese. Ainda que SHP2
tenha sido considerado tanto um oncogene quanto um supressor tumoral, Morales e
colaboradores observaram que SHP2 e PTEN podem atuar juntos para ativar as vias
supressoras de tumor (Morales et al., 2014; Zhu et al., 2015). Embora néo significativo,
nossos dados sugerem um possivel aumento na expressdo de SHP2 em pacientes com
beta-talassemia dependente de transfusdo, o que pode indicar um mecanismo de controle
proposto para combater a proliferacdo excessiva de células vermelhas. Esses achados
podem fornecer informagdes importantes sobre a regulagdo celular em resposta a
eritropoese exacerbada nesses pacientes. No entanto, estudos mais aprofundados com
uma populacdo maior de pacientes, bem como a avaliacdo da producdo desta proteina e

sua interagdo com PTEN devem ser realizados para a comprovacao desta hipotese.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

PTEN tem associagBes muito importantes com diversas proteinas que estdo sendo
gradualmente associadas aos fendtipos da beta talassemia. Além de todas as suas funcdes
ja descritas em doencas como céanceres e diabetes, a comprovacdo de que ele também
pode se envolver com a regulacdo de HbF o torna um alvo interessante demais para que
sua participacdo no manejo da beta talassemia seja negligenciada.

O foco deste estudo entendeu mais profundamente como PTEN se apresenta nos
diferentes fenotipos da beta talassemia. Nos resultados deste trabalho observamos uma
importante diferenca entre os fendtipos dos pacientes beta talassemicos analisados.
Compreender as demais modifica¢cdes que a proteina pode sofrer nesses fenotipos, assim
como identificar novos parceiros além dos ja conhecidos, certamente ampliard nosso
entendimento sobre os mecanismos que distinguem pacientes com beta talassemia néo
dependente de transfusdo daqueles com beta talassemia dependente de transfuséo.

Demonstramos aqui, pela primeira vez, que pacientes com beta talassemia nao
dependente de transfusdo apresentam niveis elevados de RNAm, enquanto os niveis
proteicos permanecem semelhantes aos dos controles. Esses dados sugerem que 0s niveis
dessa proteina sejam regulados por processos pds transcricionais e que este resultado
possa desempenhar um papel positivo na evolugdo dos pacientes ndo dependente de
transfusdo, em contraste com os niveis reduzidos observados nos pacientes com beta
talassemia dependente de transfuséo.

Da mesma forma, demonstramos tambeém a curiosa dindmica da expressao de
PTEN nos pacientes beta talassémicos dependente de transfusdo e como ela parece se

relacionar com os niveis de HbF nestes pacientes. Ainda que um estudo “in vitro” aponte
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para uma relacdo contraria, outros dados da literatura embasam que o papel de PTEN é
crucial para a eritropoese “in vivo” e, portanto, entender exatamente essa regulagéo
funciona pode trazer diversas vantagens para o avanco do manejo da doenga.

Estudos futuros focados na proteina PTEN devem explorar com maior
profundidade como suas funcbes, alem da fosforilacdo, influenciam os individuos com
talassemia, assim como investigar detalhadamente o impacto de sua translocagao nuclear
nos diferentes perfis de pacientes beta talassemicos. Adicionalmente, outro aspecto a ser
considerado em estudos futuros é a emergéncia de PTEN-long, cuja capacidade
migratoria pode ser uma aliada crucial para compreender a regulacdo de PTEN. Além
disso, é importante investigar com mais detalhes como 0s mecanismos de interagao entre
SHP2 e PTEN ocorre nesses pacientes, oferecendo novas perspectivas sobre os

mecanismos da doenca.
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