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RESUMO

Embora ndo seja a etiologia primaria de doencas como a beta talassemia e a anemia
falciforme, o dano oxidativo desempenha um papel crucial no agravo dessas enfermidades,
contribuindo para a hemdlise e a curta sobrevivéncia das células vermelhas na circulagéo.
Dentre 0s mecanismos de combate ao estresse oxidativo, estdo as defesas antioxidantes
enzimaticas como a SOD1, CAT, GPX1 e PRDXs, sendo que estas Ultimas se destacam pela
sua abundancia e grande reatividade com seus substratos. Este trabalho teve como objetivo
principal associar os niveis das PRDXs 1, 2 e 6 e dos redutores TRX1, TRXR1 e SRX1 com a
elevada producdo de EROS observada em pacientes com beta talassemia intermediaria (BTI)
e anemia falciforme. Adicionalmente, analisamos a produgdo da SOD1, CAT e GPX1, bem
como do complexo NRF2/KEAP1/PKCd, conhecido por regular a expressdo das enzimas
envolvidas nesse trabalho. Para fins comparativos, analisamos 0s niveis proteicos das PRDXs
1, 2 e 6 em pacientes com o fenotipo da beta talassemia maior (BTM). Nossos resultados
mostraram niveis significativamente aumentados de PRDX1 em BTI quando comparados a
individuos saudaveis e BTM, enquanto a PRDX2 mostrou-se mais elevada em BTM.
Entretanto, os niveis de superoxidacdo dessa enzima também sdo mais altos nesses pacientes,
sugerindo que a reciclagem da enzima esta limitando o ciclo catalitico geral. Além disso,
observamos um aumento nos niveis de TRX1 e SOD1 em BTI em relacdo aos individuos
saudaveis, indicando um mecanismo adicional para reduzir os altos niveis de EROS
observados nesses pacientes. Nossos dados também sugerem a participacdo do fator de
transcricdo NRF2 na regulacdo das enzimas antioxidantes analisadas neste trabalho. Com
relacdo aos pacientes com anemia falciforme os resultados obtidos quando comparados aos de
individuos sadios mostraram: reducdo do conteudo proteico da PRDX2, indicando maior
vulnerabilidade dessas células ao ataque de EROS. No meio extracelular, as PRDXs 1 e 2
mostraram um  expressivo aumento nos pacientes analisados. O complexo
NRF2/KEAP1/PKCd mostrou significativa reducdo em sua expressdo génica, indicando uma
possivel limitacdo da resposta antixiodante nesses pacientes. Nossos dados ampliam o
conhecimento da literatura e revelam a regulacdo de novos alvos que podem ser avaliados

para um melhor entendimento destas doencas.

Palavras-chave: beta talassemia, anemia falciforme, antioxidantes, peroxirredoxinas,

redutores, 2-Cys PRDX, reguladores da resposta antioxidante.



ABSTRACT

Although not the primary etiology of diseases such as beta-thalassemia and sickle cell anemia,
oxidative damage plays a crucial role in the aggravation of these diseases, contributing to the
hemolysis and the short survival of the red cells in the circulation. Among the mechanisms to
combat oxidative stress are the enzymatic antioxidant defenses such as SOD1, CAT, GPX1,
and PRDXs, and the latter stand out for their abundance and high reactivity with their
substrates. The main objective of this study was to associate the levels of PRDXs 1, 2 and 6
and its reducers TRX1, TRXR1 and SRX1 with the high ROS production observed in patients
with beta-thalassemia intermedia (BTI) and sickle cell anemia. In addition, we analyzed the
production of SOD1, CAT, and GPX1, as well as the NRF2/KEAP1/PKCs complex, known
to regulate the expression of enzymes involved in this work. For comparative purposes, we
analyzed the protein levels of PRDXs 1, 2 and 6 in patients with the beta-thalassemia major
phenotype (BTM). Our results showed significantly increased levels of PRDX1 in BTI when
compared to healthy subjects and BTM, whereas PRDX2 was shown to be higher in BTM.
However, the superoxidation levels of this enzyme are also higher in these patients,
suggesting that the recycling of this enzyme is limiting the overall catalytic cycle. In addition,
we observed an increase in the levels of TRX1 and SOD1 in BTI compared to healthy
individuals, indicating an additional mechanism to reduce the high levels of ROS observed in
these patients. Our data also suggest the participation of the NRF2 transcription factor in the
regulation of the antioxidant enzymes analyzed in this work. With regard to patients with
sickle cell anemia, the results obtained when compared to those of healthy individuals
showed: reduction of the protein content of PRDX2, indicating a greater vulnerability of these
cells to the EROS attack. In the extracellular environment, PRDXs 1 and 2 showed an
expressive increase in the analyzed patients. The NRF2/KEAP1/PKCd complex showed a
significant reduction in their gene expression, indicating a possible limitation of the
antioxidative response in these patients. Our data broaden the knowledge of the literature and
reveal the regulation of new targets that can be evaluated for a better understanding of these

diseases.

Keywords: beta-thalassemia, sickle cell anemia, antioxidants, peroxiredoxins, reducers, 2-Cys

PRDX, antioxidant response regulators.
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1. INTRODUCAO

1.1. A eritropoese e 0s eritrocitos

Os eritrocitos sdo as células presentes em maior quantidade no sangue periférico,
representando cerca de 40-45% do volume sanguineo total e mais de 90% dos
elementos figurados. Em humanos, estas células sdo produzidas na medula Gssea por
um processo complexo e finamente regulado que envolve uma grande variedade de
celulas em diferentes estagios, denominado eritropoese. O principal fator envolvido na
eritropoese é a eritropoetina (EPO), um hormonio secretado pelos rins, que estimula a
diferenciacdo de células-tronco hematopoéticas em proeritroblastos, os quais sofrerdo
modificacdes que resultardo na formacdo dos eritroblastos basofilos. A partir dessas
células outros fatores sdo importantes para participarem da divisdo celular, como a
vitamina B12 e &cido folico. Os eritroblastos baséfilos ddo origem aos eritroblastos
policromatdfilos, que tem como caracteristica a elevada atividade de sintese de
hemoglobina, com ativa participacdo de ferro. A partir dessa fase as células ndo se
dividem mais e passam por um processo de amadurecimento no qual se transformam em
eritroblastos aciddfilos ou ortocromaticos, que se caracterizam pela reducao do ndcleo e
alta concentracdo de hemoglobina. Apés, o nucleo é extrudido da célula gerando os
reticuldcitos, que sdo células anucleadas que ainda contém resquicios de organelas
como o reticulo endoplasmético, mitocéndrias e ribossomos com RNA mensageiro
(RNAm). Dessa forma, os reticuldcitos ainda possuem alguma capacidade de sintese
proteica; sendo que cerca de 10 a 20% da sintese de hemoglobina celular total completa-
se nesta fase. Finalmente, os reticuldcitos sdo lancados na circulacdo, onde serdo
maturados tornando-se eritrocitos maduros (hemacias) em um processo que leva de 1 a
2 dias. Uma representacdo esquematica deste processo pode ser vista na figura 1. Em
condi¢Bes normais, 0 tempo de vida dos eritrocitos é de aproximadamente 120 dias.
Transcorrido esse periodo, estas células sofrem inimeras alteragdes morfoldgicas que
culminam na sua destruicdo pelo sistema mononuclear fagocitario presente no figado e
no baco (HOFFMAN et al., 2008; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2013;
HOFFBRAND, 2013). Apesar de ndo possuirem nucleo e organelas os eritrocitos séo
bastante complexos, visto que, possuem uma variedade de proteinas transportadoras,
moléculas de adesdo, receptores e vias de sinalizagdo que executam funcles vitais
(GREER et al., 2003).
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Figura 1. Representagdo esquematica do processo de eritropoese. A eritropoetina (EPO) estimula a

o

diferenciacdo de células-tronco hematopoéticas em proeritroblastos, os quais sofrerdo varias modificages
que resultardo na formagdo do eritroblastos basofilos, eritroblastos policromatéfilos e eritroblastos
ortocromaticos/acidofilos, sucessivamente. Em seguida, o nlcleo é extrudido da célula dando origem aos
reticulécitos, que sdo langados na circulagdo e finalizam seu processo de maturacdo tornando-se
eritrécitos maduros, 0s quais permanecem na circulacdo por aproximadamente 120 dias. (Figura adaptada
de SINCLAIR, 2013).
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1.2. Hemoglobina: estrutura e fungdo

Os eritrocitos tém como fungdes principais o transporte de oxigénio (O;) dos
pulmdes aos tecidos, mantendo a perfusdo tecidual adequada, e o transporte de gas
carbdnico (CO,) dos tecidos aos pulmdes, além de exercem um papel importante na
manutencdo do equilibrio &cido-base (STEINBERG et al., 2009). Estas funcbes sdo
realizadas pela hemoglobina (Hb), uma proteina tetramérica com peso molecular de 64.450
Da e que corresponde a aproximadamente 95% do total de proteinas presentes nos
eritrécitos. A hemoglobina apresenta estrutura globular e quaternaria composta por quatro
cadeias polipeptidicas, denominadas cadeias globinicas, das quais duas sdo do tipo alfa (a
ou ) e duas do tipo beta (B, 5, ®y, *y ou ¢), cada uma delas associada a um grupo
prostético heme que contem um &tomo de ferro na forma bivalente (Fe®*), o que confere
a hemoglobina sua capacidade de se ligar de modo reversivel a molécula de O, (figura
2) (PERUTZ et al., 1960; STEINBERG e BRUGNARA, 2003).

Figura 2. Representagdo da estrutura de uma molécula de hemoglobina adulta A; normal. A

hemoglobina possui uma estrutura globular e quaternaria formada por quatro cadeias globinicas, sendo
duas do tipo alfa e duas do tipo beta, cada uma delas associada a um grupamento heme, contendo um
atomo de ferro bivalente ao qual se liga o oxigénio de modo reversivel, permitindo assim seu transporte
dos pulmdes aos tecidos. Figura adaptada de Biochemistry for Medics (disponivel em:

http://www.namrata.co/category/hemoglobin-and-hemoglobinopathies/structure-of-normal-

hemoglobin/)



http://www.namrata.co/category/hemoglobin-and-hemoglobinopathies/structure-of-normal-hemoglobin/
http://www.namrata.co/category/hemoglobin-and-hemoglobinopathies/structure-of-normal-hemoglobin/
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A sintese das cadeias globinicas é controlada por genes distintos, localizados em
dois grupamentos cromossdmicos diferentes, denominados de grupamento a ¢ . O
grupamento o estd situado no brago curto do cromossomo 16 e é composto pelo gene
zeta embrionario ({) e dois genes alfa (al e o2, cujos os produtos proteicos sdo
idénticos) (WEATHERALL, 2001; HIGGS e WOOD, 2008). O grupamento B esta
localizado no brago curto do cromossomo 11 e é formado pelo gene embrionario épsilon
(¢), pelos genes gama-alanina (y") e gama-glicina (y®) (que variam apenas em glicina ou
alanina na posi¢cdo 136) e pelos genes delta (8) e beta (B) (GROSVELD; DILLON;
HIGGS, 1993; SCHECHTER, 2008). Durante o desenvolvimento ontogenético normal
ocorrem mudangas na expressao desses genes, produzindo desse modo, diferentes tipos
de hemoglobinas, as quais sdo compostas por diferentes combinagdes de cadeias
polipeptidicas que vdo se ajustar as condigcbes fisioldgicas distintas (DZIERZAK,
2001). Durante o periodo embrionario séo produzidos trés tipos de hemoglobina: Gower
1 (Goe2), Portland (Coy2) € Gower 2 (o), presentes até a décima segunda semana do
periodo embrionario, apds esse periodo sdo substituidas pela hemoglobina Fetal (ayy2),
que predomina aproximadamente até a trigésima semana de gestacdo, quando comeca a
ser progressivamente substituida pelas hemoglobinas adultas, que sdo: hemoglobina A;
(02B2), corresponde a cerca de 97% do total de hemoglobina presente em células
eritréides adultas, hemoglobina A; (0,9,), representando 2— 3% da hemoglobina total
(figura 3). Contudo, a sintese de hemoglobina fetal pode ndo cessar completamente e
manter niveis entre 0 — 1% (ANTONARAKIS; KAZAZIA JUNIOR; ORKIN, 1985;
MIGLIACCIO e PAPAYANNOPOULOU, 2001; STEINBERG, 2005). A expressao
dos genes de globina nos dois grupamentos € regulada por uma série de fatores, que
fazem com que o ritmo de producdo das cadeias seja equilibrado, garantindo a correta
formacdo do tetrdmero de hemoglobina em suas diferentes fases (BUNN e FORGET,
1986; WILLIAMS et al., 2001).
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Figura 3. Producdo dos diferentes tipos de hemoglobina durante o desenvolvimento ontogenético
normal. A sintese das cadeias globinicas é controlada por um conjunto de genes localizados no
grupamento o, do cromossomo 16 e no grupamento B do cromossomo 11. Ao longo do desenvolvimento
humano ocorrem mudancas na expressdo desses genes, produzindo diferentes tipos de hemoglobinas que
resultam da combinagdo e diferentes cadeias globinicas. Na fase embrionaria sdo produzidas as Hb Gower
1 e 2 e Hb Portland, que sdo substituidas pela HbF na fase fetal e ap6s pelas hemoglobinas do adulto
HbA,; e HbA,. O fendmeno de troca das cadeias globinicas é conhecido como “switching” e envolve

mecanismos de ativagdo e inativacdo (Figura adaptada de DA CUNHA et al., 2012).

1.3. Hemoglobinopatias hereditarias

As hemoglobinopatias sdo resultantes de alteragdes estruturais ou reguladoras
nos genes responsaveis pela expressdo das globinas. Normalmente essas alteragdes sdo
causadas por mutagfes de ponto em um Unico nucleotideo, podendo também ser
originadas por microinsercdes ou microdelecbes que afetam regiGes codificantes,
codigos de terminacgdo, introns e regibes promotoras (HONIG e ADAMS I, 1986;
SIGURET e ANDREUX, 1997; STEINBERG et al., 2001; WEATHERALL e CLEGG,
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2001). Estas alteracdes correspondem a um grupo heterogénio de doencas genéticas,
que de modo geral, podem ser divididas em dois grupos:

1. Variantes estruturais: geralmente sdo ocasionadas por mutacGes de ponto,
pequenas insercdes ou delecdes de bases na regido codificadora do gene e levam a
substituicdo de aminoacidos na cadeia proteica, gerando assim uma hemoglobina
anormal (BUNN e FORGET, 1986; SONATI e COSTA, 2008). Mais de 1.000 variantes
estruturais ja foram descritas e a maior parte ndo possui fendtipos com manifestacdes
clinicas e hematoldgicas importantes. Dentre as variantes que apresentam fisiopatologia,
as que mais se destacam em termos de prevaléncia e gravidade da doenca sdo a HbS
(02B2 Glu—Val) e a HbC (022 Glu—Lys) (HOFFBRAND et al., 2000; WILLIAMS et
al., 2001).

2. Alteractes de sintese (talassemias): ocorrem devido a reducdo ou auséncia
na producdo de um ou mais tipos de cadeias de globina. Sdo classificadas de acordo
com a cadeia cuja sintese esta afeta e as mais frequentes e de maior relevancia clinica
sdo a o talassemia, geralmente causada por delecdes que removem os genes da o
globina e a § talassemia, normalmente ocasionada por substituicdes de bases nos éxons,
introns e regides promotoras dos genes f (SHAH, 2004; SONATI e COSTA, 2008).

Em geral, as hemoglobinopatias sdo as doencas monogénicas mais frequentes
em todo o mundo e representam as formas mais comuns de anemia hemolitica
hereditaria (MODELL e DARLISON, 2008).

1.4. Anemias hemoliticas

Anemias hemoliticas sdo um grupo de doenc¢as em que a sobrevida das hemacias
na circulacdo é bastante reduzida e a medula dssea ndo € capaz de repor as células
destruidas por hemolise, levando a redugdo do numero de células vermelhas circulantes
e consequente anemia (COSTA; FERTRIN; CONRAN, 2013).

A hemolise pode ocorrer de duas formas: intravascular e extravascular. A
hemolise intravascular se refere a destrui¢do de glébulos vermelhos na circulagdo com a
liberacdo do contetddo celular no plasma. Pode ser causada por fatores como: trauma
mecanico com lesdo endotelial, fixacdo ou ativacdo do sistema complemento, lesdo
direta da membrana celular e destruicdo da célula por agentes infecciosos. A hemdlise

extravascular é a forma mais comum de hemolise e ocorre pela remocdo e destrui¢do
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das hemacias com alteracdes de membrana pelos macréfagos do baco e do figado
(DHALIWAL; CORNETT; TIERNEY, 2004).

Como consequéncia da hemolise, os individuos acometidos por anemias
hemoliticas podem apresentar ictericia, devido a maior destruicdo da hemoglobina com
consequente aumento no catabolismo do grupamento heme seguido da elevacdo de
bilirrubina no plasma; reticulocitose, como resposta da medula éssea para a perda
periférica de células vermelhas; esplenomegalia, causada pelo excesso de eritrcitos
destruidos no sistema fagocitario e urobilindria, a qual pode acarretar a formacéo de
calculos biliares (COSTA; FERTRIN; CONRAN, 2013).

As anemias hemoliticas podem ser classificadas etiologicamente em hereditarias
e em adquiridas. Dentre as hereditarias, destacamos a anemia falciforme e a beta
talassemia, as quais sdo o foco deste trabalho e serdo abordadas em maiores detalhes

nos tépicos seguintes.

1.5. Anemia Falciforme

A anemia falciforme (AF) é uma das hemoglobinopatias mais prevalentes em
todo o mundo e estima-se que tenha se originado ha milhares de anos nos paises
subsaarianos no centro-oeste da Africa, Asia Oriental e algumas regides da India
(WEATHERALL, 2008). Sua distribui¢do correlaciona-se com as regides endémicas da
malaria porque confere aos heterozigotos um efeito protetor contra a infeccdo pelo
Plasmodium falciparum (TAYLOR; PAROBEK; FAIRHURST, 2012). Os movimentos
migratorios, seguidos de miscigenacdo, levaram esse gene para outras regifes e para
outras populacdes, como é o caso dos paises americanos (SONATI e COSTA, 2008).
No Brasil tem presenca significativa com maior incidéncia na populagdo afro
descendente. De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude estima-se que,
anualmente, nascam no Brasil cerca de 1.900 criangas com anemia falciforme
(GUIMARAES; MIRANDA; TAVARES, 2009).

1.5.1. Fisiopatologia

A anemia falciforme € uma doenga monogénica causada por uma mutacdo
pontual no codon 6 do gene da beta globina, onde uma adenina (A) € substituida por
uma timina (GAG—GTG), resultando na substituicdo do acido glutamico pela valina.
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Esta substituicdo provoca modificagdes na estrutura da molécula de hemoglobina,
levando ao surgimento de uma hemoglobina anémala, denominada hemoglobina S
(HbS) (SERJEANT e SERJEANT, 2001; STEINBERG et al., 2001) (figura 4). Na
molécula de hemoglobina normal os residuos de aminoacidos externos sao polares, o
que confere solubilidade e previne interacdes entre as moléculas, ja os residuos internos
séo apolares, proporcionando assim, um ambiente onde o O, pode ser ligado sem que a
oxidagdo do grupamento heme ocorra. Tetrdmeros individuais dentro dos eritrocitos ndo
interagem entre si. A maleabilidade da membrana celular faz com que os eritrdcitos
sejam capazes de sofrer deformacdo, permitindo que atravessem toda a circulacdo e
carreguem o O, para todos os tecidos do corpo (SONATI e COSTA, 2008). Quando a
HbS assume a forma desoxigenada, sua conformacdo molecular é modificada devido a
presenca da valina, que interage com o receptor fenilalanina ($-85) e leucina ($-88) na
molécula de hemoglobina S adjacente. Esta interacdo de carater hidrofdébico leva a
formacdo de polimeros que ap0ds sucessivos ciclos de oxigenagdo/desoxigenagdo levam
a célula a assumir a forma de foice (figura 4) (GALIZA NETO e PITOMBEIRA, 2003).

O processo de falcizacdo danifica a membrana dos eritrocitos, altera a
funcionalidade da bomba de sédio e potassio, levando a alteracdes da permeabilidade e
a desidratacdo celular que contribuem para a destruicdo prematura destas células e com
0 quadro de hemdlise cronica. Além disso, as células falciformes tornam-se rigidas e
indeforméaveis, o que aumenta a viscosidade sanguinea e favorece o processo de vaso-
oclusdo, causando isquemia tecidual e disfuncdo organica (figura 4) (HOFFBRAND,
2008).
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Figura 4. Fisiopatologia da anemia falciforme. A substituicdo do &cido glutdmico por um residuo de
valina no codon 6 do gene de beta globina resulta no surgimento de uma hemoglobina mutante,
denominada HbS, a qual na forma desoxigenada realiza intera¢cdes hidrofébicas que resultam na
formacao de polimeros e, apds sucessivos ciclos de oxigenacao/desoxigenacao levam a célula a assumir a
forma de foice. Os eritrocitos falcizados séo anormalmente rigidos e ndo deformaveis, contribuindo para a
hemolise crénica e a vaso-oclusdo (figura adaptada de STEINBERG, 2006). N: neutréfilo; EC: endotélio

celular; ISC: células irreversivelmente falcizadas; RBC: eritrdcitos; R: reticuldcitos; P: plaquetas.

1.5.2. Vaso-oclusdo

O fendmeno vaso-oclusivo é o principal evento fisiopatologico ligado a origem
dos sinais e sintomas apresentados no quadro clinico dos pacientes com anemia
falciforme, tais como crises algicas; crises hemoliticas; Glceras de membros inferiores;
sindrome toracica aguda; sequestro esplénico; priapismo; necrose asseptica de fémur;
retinopatia; insuficiéncia renal cronica; autoesplenectomia; acidente vascular cerebral,
entre outros (BALLAS e MOHANDAS, 1996).
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A vaso-oclusdo € um processo complexo que envolve a interacdo entre
diferentes tipos celulares como: células falcizadas densas e desidratadas, leucdcitos
ativados, células endoteliais, plaquetas e proteinas do plasma (BALLAS e SMITH,
1992; De FRANCESCHI e CORROCHER, 2004). A liberacdo de hemoglobina devido
a hemdlise intravascular somada aos recorrentes processos de isquemia/reperfusdo
causam danos e a ativagdo das células endoteliais da parede dos vasos, 0 que resulta em
inducdo de uma resposta inflamatoria vascular e na adesdo de células brancas e
eritroides a parede dos vasos. Esses eventos associados a reducdo na biodisponibilidade
de déxido nitrico (NO), um importante vasodilatador e regulador do toénus vascular e ao
estresse oxidativo, podem levar a reducdo do fluxo sanguineo e a vaso-ocluséo
(COSTA,; FERTRIN; CONRAN, 2013). Maiores detalhes sdo apresentados na figura 5.
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Figura 5. Mecanismos associados a vaso-oclusdo em pacientes com anemia falciforme. O contato dos
eritrdcitos falcizados e a hemdlise intravascular causam a ativacdo das células endoteliais na parede do vaso; o
heme livre na circulagdo tem efeitos nocivos além de consumir o NO sintetizado pelas células endoteliais. A
presenca de espécies reativas de oxigénio (EROS), hipoxia e vasoconstritores como a endotelina-1 (ET-1),
contribuem para a ativagdo das células endoteliais. Individuos AF apresentam um estado de hipercoagulabilidade
que leva ao aumento nos niveis de marcadores de ativacdo de trombina, plaquetas e células endoteliais, tais como o
fator tecidual (FT), fator de von Willebrand (FvW) e o fator ativador de plaquetas (FAP), que favorece a adesdo
plaquetaria & parede vascular. As células endoteliais ativadas aumentam a expressédo das moléculas de adesdo
(ICAM-1, VCAM-1 e E-selectina) e também liberam mais citocinas e quimiocinas como o IL-8, IL-6 e IL-1pB, que
juntamente com TNF-a, contribuem para a inflamagio vascular e a ativagéo das células sanguineas. Os leucdcitos e
0s eritrocitos aderem a parede do vaso devido a sua ativagéo e expressdo de moléculas de adesdo. A vasoconstricao
e a obstrugdo fisica do vaso levam redugdo do fluxo sanguineo e a vaso-oclusdo (figura retirada de COSTA,;
FERTRIN; CONRAN, 2013).



26

1.5.3. Fatores moduladores da gravidade da doenca

Apesar de possuirem a mesma alteracdo molecular, os pacientes com anemia
falciforme podem apresentar evolugdes clinicas distintas. Alguns fatores estéo
associados a gravidade e a evolucgdo clinica desses individuos, tais como os niveis de Hb
fetal (HbF), o haplétipo ligado ao grupo de genes da globina B>, a coexisténcia com a o
talassemia e a resposta ao tratamento com hidroxiureia (HU) (STEINBERG et al., 2001,
COSTA; FERTRIN; CONRAN, 2013).

A HbF é o mais importante modulador clinico da anemia falciforme e seu nivel
de producdo estd inversamente relacionado com a gravidade clinica da doenca. A
presenca de HbF inibe a polimerizacdo da hemoglobina e, consequentemente, a
falcizacdo dos eritrdcitos, reduzindo os sintomas da doenca (SERJEANT e SERJEANT,
2001). Os haplétipos relacionados ao grupamento B° tém um importante papel na
regulacdo da sintese da Hb Fetal, na relacdo entre a concentracdo de HbS e HbF no
adulto e na taxa de reducdo da HbF durante a infancia. S8o um conjunto de
polimorfismos encontrados ao longo do grupamento dos genes da beta globina S e
podem ser identificados por meio de endonucleases de restricdo ou sequenciamento. Os
hapl6tipos sdo nomeados de acordo com a regido geografica ou grupo étnico no qual
foram primeiramente identificados e os principais sdo: Senegal (Sen) e Asiatico
(também conhecido como Indo-Arabe), produzem niveis elevados de HbF e, portanto,
sdo associados a uma evolucdo clinica benigna. Benin (Ben) e Camar@es (Cam), que
apresentam niveis médios de HbF e curso clinico moderado da doenca. Bantu ou
Republica Centro Africana (CAR), mostra niveis diminuidos de HbF e quadro clinico
mais grave (figura 6) (NAGEL, 1984; POWARS, 1991; RAHGOZAR et al., 2000).

A anemia falciforme quando associada com a a talassemia apresenta um quadro
clinico mais brando, que varia de acordo com o numero de alelos afetados. Essa
associacao tem como consequéncia a reducdo do volume corpuscular médio (VCM) e
da hemoglobina corpuscular media (HCM), menor ndmero de reticulécitos, diminuicao
da anemia hemolitica, inibicdo da polimerizacdo intracelular da hemoglobina S e
diminuicdo da intensidade de hemolise, em comparacdo com pacientes que n&o
apresentam o talassemia associada (TOME-ALVES et al., 2000).
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Figura 6. Hapl6tipos associacdo a anemia falciforme. Endonucleases de restricdo sdo utilizadas para
identificar os diferentes haplétipos ligados ao grupamento B°. Estes sdo classificados em cinco tipos
principais, nomeados de acordo com a regido geogréfica onde foram primeiramente identificados. Estdo
associados com a evolucédo clinica da doenca, uma vez que, tém um papel importante na regulacdo da
sintese da Hb Fetal. O sinal (+) indica susceptibilidade a acdo da enzima, enquanto o sinal de (-) indica
resisténcia a digestdo por endonuclease (figura adaptada de GALIZA NETO; PITOMBEIRA, 2003).

O tratamento com hidroxiuréia também é um importante modulador da evolucao
clinica da doenca. Esta droga esta associada ao aumento nos niveis de HbF, o que leva a
uma significativa diminuicdo na hemolise e, consequentemente, resulta na reducéo do
consumo de NO intravascular, além de diminuir a ativacdo do endotélio. A HU também
promove a reducdo na contagem de leucocitos, reduz a expressdo de moléculas de
adesdo na superficie das células brancas e vermelhas, melhora o estado inflamatorio e
diminuiu a hipercoagulabilidade nos pacientes (COSTA; FERTRIN; CONRAN, 2013).
Com isso, a HU reduz muitos eventos clinicos como os episodios de dor causados pela
vaso-oclusdo, hospitalizagdes, sindrome torcica aguda e a necessidade de transfusfes
(STEINBERG, et al,2010).
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1.6. Beta Talassemia

O termo talassemia foi primeiramente utilizado para descrever um tipo de
anemia encontrado com frequéncia em habitantes das regibes mediterraneas, como as
costas grega e italiana e ilhas proximas. Atualmente, € utilizado para se referir a defeitos
hereditarios na biossintese das cadeias de globina (HOFFMAN et al., 2008; CAO e
GALANELLO, 2010). A beta talassemia € a forma mais importante das talassemias
devido a elevada taxa de morbidade e mortalidade (ROCHA et al., 2010).

Estima-se que cerca de 1,5% da populacéo global apresente algum dos fenotipos
de beta talassemia (GALANELLO e ORIGA, 2010). No Brasil, calcula-se que em
algumas regides, 1,5% da populacdo caucasoide seja portadora do trago beta
talassémico, sobretudo no sul e sudeste do pais. Dados coletados pelo Ministério da
Salde, no periodo entre 2013 a 2015, nos servicos de assisténcia hematologica e
hemoterapica identificaram 561 pacientes com beta talassemia distribuidos nas cinco
regides geogréaficas do Brasil. Desse total, 305 possuem beta talassemia maior e 256
beta talassemia intermediaria, sendo a regido sudeste responsavel por 67,0% destes
casos. O Nordeste € a segunda regido em casos de beta talassemia, correspondendo a
18,0%. (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

1.6.1. Bases Moleculares

A beta talassemia se caracteriza por uma alteracdo quantitativa da sintese de
cadeias de beta globina, sendo classificada como talassemia beta zero (ou talassemia p°)
quando a sintese de globinas beta esta ausente, e talassemia beta mais (ou talassemia ")
quando ocorre a reducdo na taxa de sintese (WEATHERALL, 2006). Esta patologia
apresenta uma grande heterogeneidade, seja em seu aspecto clinico, bioguimico ou
molecular. Esta variabilidade esta associada a grande quantidade de mutacdes e
alteracBes génicas que originam a beta talassemia (ZAGO; FALCAO; PASQUINI,
2005). Atualmente, mais de 200 muta¢Oes foram descritas como associadas a esta
doenca, sendo que 125 delas sdo mutagOes pontuais em importantes regides funcionais
do gene, causadas por diversos mecanismos ou em sequéncias flanqueadoras do gene
(figura 7) (THEIN, 1998).
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Figura 7. Mecanismos moleculares que causam beta talassemia. A delecdo total do gene de beta
globina raramente é observada em beta talassémicos, sendo a maioria das mutacfes causadas por
substituices, delecdes ou insercdes de nucleotideos nos exons, introns e regides promotoras dos genes
beta (figura adaptada de CAO, 2002).

As mutacdes que causam a beta talassemia podem ser divididas em:

1. MutacBes que afetam a transcricito do RNAmM: ocorrem em regifes
promotoras que antecedem aos genes e reduzem a eficiéncia de transcricdo do RNAm,
uma vez que diminuem a ligacdo de fatores de transcricdo. Produzem talassemias do
tipo p* (FORGET, 2001; THEIN,1998).

2. Mutacdes que afetam o processamento do RNAmM: ocorrem em regides de
splicing ou proximas a elas e impedem ou dificultam a retirada dos introns, originando
talassemia p*ou B° (CAO e GALANELLO, 2010).

3. Mutacgbes que afetam a traducdo: sdo alteracfes na fase de leitura que
interferem na traducdo do RNAmM pela introducdo de um codon de terminacédo
prematura. Podem ser frameshifts quando séo causadas pela insergcéo ou delecdo de um
unico nucleotideo, ou entdo nonsense, quando ocorre a substituicdo de bases que
também introduzem um cédon de terminagdo prematura. Produzem talassemias p°
(FORGET, 2001; THEIN,1998).

4. Mutac0es no sinal de poliadenilagéo: dificultam a adicdo da cauda poli A ao
RNAmM que se torna assim mais instavel, contudo, a maior parte dos transcritos
produzidos sdo normais e geralmente produzem um fendtipo de talassemia B* leve
(FORGET, 2001; THEIN,1998).
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Na tabela 1 séo apresentados alguns exemplos das mutacdes mais frequentes que
causam beta talassemia, de acordo com sua localiza¢do na molécula, o defeito funcional
que causam e o resultado na sintese de beta globina. (Tabela adaptada de ZAGO;
FALCAO; PASQUINI, 2005).

Tabela 1. Exemplos de mutagdes associadas a beta talassemia

DEFEITO TIPO

MRNA nao- funcional

1. C6don 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) po
2. Pequena Delegao com Deslocamento de Bases (frameshift)
CD5-CT;CD 6 -C; CD 8/9 +G; CD 16 -C; CD 35 -C; CD 41/42 -TTCT; CD 76 -C; po

CD 109/110 1nt del

3. Mutacdo do Cddon de Inicio ATG

ATG—AGG; ATG>ACG po
Processamento Anormal do RNA

1. Mutacdes Internas nos introns

IVS-1 nt 110 (G—A); IVS-2 nt 705 (T—G); IVS-2 nt 745 (C—G); B’
IVS-1 nt 116 (T—G); IVS-2 nt 654 (C—T)

2. Mutacdes nos Limites Exon- Intron

IVS-1 nt 1 (G—A); IVS-1nt 1 (G—T); IVS-1 nt 2 (T—G); IVS-2 nt 849 (A—G); po
IVS-2 nt 849 (A—C)

IVS-1nt 5 (C—G); IVS-1 nt 5 (G—T); IVS-1 nt 6 (T—C); IVS-1 nt 128 (T—G); B*
IVS-2 nt 843(T—G)
3. Reducéo da Transcricdo do mRNA (mutacdes na regido promotora)

-101(C—T); -92 (C—T); -88 (C—T); -31 (A—G); -30 (T—A); -28 (A—C) B’
Mutac6es do Sitio de Poliadenilagdo do mRNA (AATAAA)
AACAAA; AATAAG; AATGAA; AATAGA,; A (del AATAA) B’

No Brasil, os alelos ° CD39 (C—T), B*-IVS-1-6 (T—C), B*-IVS-1-110 (G—A)
e B%-IVS-1-1 (G—A) sdo responsaveis por quase todos os casos nas Regides Sul e
Sudeste; na Regido Nordeste, além destes, o alelo B*-IVS-1-5 (G—C) representa 9,3%
dos alelos encontrados em beta talassémicos. A mutacao BO 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).
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1.6.2. Fisiopatologia

O processo fisiopatologico da beta talassemia esta relacionado com o
desequilibrio entre a producdo de globinas, causado pela diminui¢cdo quantitativa de
cadeias beta. O excesso de alfa globinas desemparelhadas faz com que estas precipitem
nos precursores eritroides da medula dssea, formando corpos de inclusdo, que causam
danos a membrana e morte celular prematura (OLIVIERI, 1999). A destruicdo intensa
de precursores eritroides resulta em eritropoese ineficaz que é a causa mais importante
da anemia na beta talassemia. Os eritrocitos que conseguem chegar ao sangue periférico
sdo microciticos e hipocrdmicos e sdo rapidamente removidos pelo bago ou sofrem
hemolise na circulacdo, o que contribui para a anemia que caracteriza a doenca (figura
8) (THEIN, 2005; WEATHERALL, 1998).

A acentuada destruicdo dos eritrocitos estimula um aumento na sintese de
eritropoetina levando a expansdo da medula 6ssea devido ao aumento da eritropoese. A
expansdo medular acarreta diversas complicacbes como as deformidades dsseas
caracteristicas do esqueleto e da face e doencas como a osteoporose, enquanto a intensa
destruicdo dos eritrocitos pode causar ictericia em pacientes com formas mais graves
(figura 8) (WEATHERALL, 1998; WEATHERALL, 2001).

Outro importante fator na fisiopatologia da beta talassemia é a sobrecarga de
ferro, o qual é proveniente de diversas fontes, tais como o ferro liberado pela hemolise
dos eritrocitos, o aumento da absorcdo gastrintestinal estimulado pela anemia e a
necessidade variavel de transfusGes sanguineas. Diante desse quadro, a atuacdo da
transferrina é insuficiente o que leva a um aumento nas concentracdes de ferro nédo
ligado a transferrina no plasma. O ferro livre atinge varios 6rgaos, principalmente
coragdo, figado, pancreas e a glandula pituitéria, causando dano aos tecidos em virtude
da formac&o de radicais livres. A doenca cardiaca decorrente desse mecanismo é a causa
principal de morte nos portadores da talassemia maior (figura 8) (URBINATI et al.,
2006).

E importante ressaltar, que, quanto menor for o desequilibrio da sintese das
globinas, menor sera a taxa de alfa globinas livres que precipitam dentro do eritrdcito e
consequentemente, menor sera a taxa de eritropoese ineficaz, o grau de anemia e suas
complicagdes clinicas (CAPPELLINI e COMINO, 2000).
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Figura 8. Mecanismos fisiopatolégicos da beta talassemia. A reducdo na producao de beta globina faz
com que as cadeias alfa desemparelhadas precipitem nos eritroblastos causando sua morte prematura e
tornando o processo de eritropoese ineficaz. Os poucos eritrocitos que chegam ao sangue periférico sdo
microciticos e hipocrémicos e rapidamente removidos pelo bago ou sofrem hemdlise na circulagdo,
contribuindo para o quadro de anemia. A destruicdo exacerbada dos eritrécitos promove aumento na
producdo de eritropoetina, o que resultard em deformidades 6sseas caudas pela expansdo medular em
decorréncia do aumento da eritropoese. A sobrecarga de ferro proveniente de diferentes fontes como a
hemolise dos eritrécitos, o0 aumento da absorcao gastrintestinal e a necessidade de transfusdes sanguineas
também tem impacto na fisiopatologia da doenca. O ferro livre acumula-se em diversos 6rgdos como o
coracao e o figado.

(Figura adaptada de doctordconline, disponivel em: http://www.imgrum.org/user/doctordconline).
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1.6.3. Classificacao Clinica da Beta talassemia

Clinicamente, a beta talassemia é classificada em menor ou traco beta
talassémico, intermediaria e maior ou anemia de Cooley. Esta classificacdo € embasada
fundamentalmente na gravidade da anemia que os individuos acometidos apresentam
(SONATI e COSTA, 2008).

1.6.3.1. Beta Talassemia Menor

A beta talassemia menor, também denominada de traco talassémico, corresponde
a heterozigose das formas B° ou B*. Os individuos portadores do gene normalmente sdo
assintomaticos e geralmente ndo necessitam de tratamento, apesar de apresentarem
microcitose, hipocromia e niveis de hemoglobina levemente abaixo dos niveis normais.
A importéncia do diagndstico esta relacionada a necessidade de aconselhamento
genético e a prevencdo da administracdo errénea de compostos de ferro aos portadores
(HUISMAN et al., 2001; BANK, 2005; SONATI e COSTA, 2008).

1.6.3.2. Beta Talassemia Maior

A beta talassemia maior ou anemia de Cooley corresponde & forma mais grave
da doenca e resulta da homozigose tanto do tipo P* quanto do B° ou da dupla
heterozigose B*/ p°. A auséncia ou acentuada deficiéncia na sintese de beta globina
causa grave anemia (Hb < 6,0 g/dL) em virtude da ineficiéncia da eritropoese e do
sequestro das hemacias no baco. As manifestacdes surgem durante o primeiro ano de
vida com menor ganho de peso, episddios de febre, diarréia, apatia, irritabilidade,
palidez e ictericia. Enquanto as reservas metabdlicas sdo utilizadas para expansao do
éritron na tentativa de compensar a destrui¢do precoce das celulas eritrdides na medula
0ssea e na periferia, outras funcbes, como crescimento, desenvolvimento e resposta
imunoldgica ficam prejudicadas. Em virtude disso, os individuos acometidos
apresentam baixa estatura, disfungdo endocrina, inanicdo e susceptibilidades a
infeccOes. A hepatoesplenomegalia € um achado cléssico e se deve a hemdlise cronica e
a eritropoese extramedular (WEATHERALL e CLEGG, 1981; MAGGIO, 2000).

O protocolo estabelecido de transfusdo sanguinea contribuiu de maneira

importante na melhora clinica e sobrevida destes pacientes, sendo esta necessidade



34

muito frequente, a maioria dos individuos necessita receber sangue a cada 3 ou 4
semanas. Junto a transfusdo, o paciente também recebe um regime de quelacdo para o
excesso de ferro. O regime de transfusdo e quelagdo deve ter inicio o mais cedo
possivel, como forma de evitar deformidades Gsseas e danos ao pancreas, figado,
miocardio e outros 6rgaos (CAPPELLINI e COMINO, 2000).

1.6.3.3. Beta Talassemia Intermediaria

A Dbeta talassemia intermedidria se caracteriza por fendtipos clinicos
intermediarios entre a beta talassemia menor e a maior. Este fendtipo pode ser
influenciado por diversos fatores, tais como a homozigose de genes B de menor
gravidade, a combinacdo de um gene beta talassémico leve com um que causa beta
talassemia grave, a presenca de um defeito adicional que reduza o excesso de cadeias
alfa livres, como a alfa talassemia e a persisténcia hereditaria de hemoglobina fetal.
Além disso, diferentes individuos podem apresentar 0 mesmo gendtipo, porém com
evolucgdes clinicas distintas, devido a fatores moduladores genéticos e ambientais
(WEATHERALL, 2001; AESSOPOS; BERDOUKAS; TSIRONI, 2007).

Porém, de modo geral, a forma mais comum de beta talassemia intermediéria é
causada por mutacdes B (B*/B") e as mutagBes mais frequentes sdo -101 (C—T), -87
(C—T), -88 (C—T), -29 (A—G) ¢ a IVS-1-6 (T—C) (FORGET, 2001). A mutacio
IVS-1-6 (T—C), que compde a maioria do grupo de estudo utilizado neste trabalho, é
também conhecida como forma portuguesa de talassemia, produz uma talassemia B
leve e faz parte da maioria das mutagbes leves encontradas em talassémicos do
Mediterraneo (TREISMAN et al., 1983; TAMAGNINI et al., 1983; THEIN, 1998).

As manifestacdes clinicas sdo menos drasticas quando comparadas a individuos
beta talassémicos maiores. Os pacientes apresentam anemia crdnica moderada com
niveis de hemoglobina de 6-9 g/dL, ndo dependendo de transfusbes regulares.
Normalmente, os sintomas e 0 reconhecimento da anemia ocorrem mais tarde,
geralmente, ap6s o segundo ano de vida (WEATHERALL, 1990). Os achados clinicos
mais frequentes incluem complicagdes em virtude da expansdo medular, dentre elas
anormalidades 0sseas, retardo no crescimento, infertilidade, sobrecarga de ferro tecidual
devido ao aumento da absor¢do gastrointestinal de ferro resultante da anemia e
hipercoagulabilidade. Alguns pacientes desenvolvem hipertensdo pulmonar grave

semelhante a encontrada em outras anemias hemoliticas cronicas (BANK, 2005;
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ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2005; WEATHERALL, 2006; SONATI e COSTA,
2008).

A distingdo entre beta talassemia maior e intermediaria é fundamental na préatica
clinica, pois define o tipo de tratamento que o paciente receberd. No entanto, essa
distingdo nem sempre é facil, uma vez que o quadro clinico pode ser resultante de
grande nimero de combinag¢Bes moleculares (WEATHERALL, 1990).

1.7. A Célula Eritroide e as Espécies Reativas de Oxigénio

O balanco redox celular é determinado através do equilibrio entre a producao de
agentes pré-oxidantes e antioxidantes. Sendo os pro-oxidantes denominados de espécies
reativas de oxigénio (EROS). O termo espécies reativas de oxigénio é utilizado para
designar espécies radicalares derivadas do oxigénio como o anion radical superdxido
(O2"), radical hidroxila ("OH), radical alcoxila (RO"), radical peroxila (ROQO") e também
espécies ndo radicalares como o peroxido de hidrogénio (H.O,), acido hipocloroso
(HOCI), oxigénio singlete (*O,) hidroperéxidos organicos (ROOH) e oz6nio (Os)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). As EROS podem ser geradas por meio de
agentes enddgenos ou exdgenos. Dentre os agentes enddgenos estdo a via metabdlica do
citocromo P450, os peroxissomos, a ativacdo de celulas inflamatorias e as mitocondrias,
as quais se destacam, uma vez que produzem quantidades consideraveis desses
compostos durante a fosforilacdo oxidativa (VALKO et al., 2006). Estima-se que,
aproximadamente 0,1 a 1% de todo o produto da cadeia transportadora de elétrons
escapem na forma de O,", o qual pode ser convertido a peréxido de hidrogénio (H,0,)
por dismutacdo espontanea ou catalisada pela enzima superoxido dismutase (SOD).
Estas moléculas através de reacdes que envolvem metais de transicdo como as reacoes
de Fenton e Haber Weiss (descritas nas préximas secdes) podem formar "OH que por
sua vez, é altamente reativo (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Apesar do
eritrocito ndo possuir mitocondrias, as EROs sdo produzidas constantemente em razédo
das grandes tensdes de O e altas quantidade de ferro presentes no grupamento heme da
hemoglobina (DUMASWALA et al., 1999; CIMEN, 2008).

As fontes exogenas incluem a radiagdo UV, tabagismo, poluentes, drogas, dietas
hipercaldricas, solventes industriais, entre outros (MARTELLI e NUNES, 2014). Em
condicdes fisioldgicas ha um equilibrio entre a produgdo de EROS e sua eliminagdo por

sistemas de defesa antioxidantes (IUCHI, 2012). Estes compostos participam de varios
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processos celulares, como por exemplo, o anion superdéxido e o peroxido de hidrogénio
que sdo gerados por enzimas das familias de NADPH oxidases e dual oxidases,
desempenham funcbes na remodelagem do citoesqueleto, transdugdo de sinais,
diferenciacéo, proliferacdo, migracdo celular e apoptose (BROWN e GRIENDLING,
2009; LAMBETH e NEISH, 2014; MARTELLI e NUNES, 2014). Entretanto, quando
as EROs excedem a capacidade antioxidante das células sdo responsaveis por oxidagdes
de biomoléculas como proteinas, lipidios e DNA, causando danos a organelas celulares
e morte celular (FIBACH e RACHMILEWITZ, 2008). Varios processos patologicos
estdo associados a formacao desequilibrada dessas moléculas (STADTMAN, 1990). A
seguir, algumas das mais importantes espécies reativas de oxigénio serdo descritas em

maiores detalhes.

1.7.1. Anion Superdxido

A principal fonte de EROS nos eritrécitos € a prépria hemoglobina, que sofre
auto-oxidacdo produzindo o O,". Este composto é capaz de atacar diretamente a
membrana dos eritrocitos causando alteracdes nos lipideos e na estrutura das proteinas
(CLASTER et al., 1984; GIULIVI e DAVIES, 1990). Visto que, a concentracdo de
hemoglobina no interior do eritrocito é bastante alta, cerca de 5mM, mesmo uma
pequena parcela que sofre auto-oxidacdo pode gerar elevados niveis de EROs. A
reducdo do O, em O, é acompanhada da oxidacdo do atomo de ferro da hemoglobina,
formando a metahemoglobina (MetHb), a qual ndo é mais capaz de transportar O,
(JOHNSON et al., 2005).

Para realizar o transporte de oxigénio, o ferro necessita estar na sua forma
reduzida, caso isto ndo ocorra este pode se desprender da Hb. Dessa forma, caso ocorra
0 rompimento desta célula estes elementos possuirdo um grande potencial de danificar
outros componentes da circulacdo e tecidos (JOHNSON et al., 2005). Diariamente,
cerca de 3% do total das moléculas de Hb se transformam em MetHb, a qual pode ser
reduzida pela via NADH citocromo ou pela via 5-metHb redutase e metHb redutase
dependente de NADPH (KENNETT et al., 2005). Atraves da acdo da superdxido
dismutase (SOD) ou por dismutacdo espontanea, o O, pode ser convertido a H,0,, 0

qual serd abordado em maiores detalhes no tépico seguinte.
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1.7.2. Peroxido de Hidrogénio

Embora o H,0, ndo seja muito reativo, ele é capaz de oxidar tidis de proteinas,
levando a formacdo de vérios produtos, dentre eles dissulfetos inespecificos entre
proteinas, que pode resultar em agregacdo e consequentemente perda da atividade. Este
composto também pode reagir com metais dando origem ao radical hidroxila (OH), o
qual é extremamente reativo e ataca rapidamente as biomoléculas no local onde €
formado. Este radical pode ser formado através da reacdo de Fenton que envolve a
reducéo do H,O, pelo fon de um metal de transicido como o Fe?* (reacdo i). O metal
oxidado produzido na reacdo de Fenton pode ser reduzido pelo O, (ii). A soma das
reacOes (i) e (ii) corresponde a reacdo de Haber-Weiss (iii) que € catalisada por metais.
Reacbes similares podem também ocorrer com peréxido derivados de lipideo
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

Reacao de Fenton
(i) H,0, + Fe** — "OH + OH+ Fe**
(i) Fe*" + 0,° = 0, + Fe**
Reacéo de Harber-Weiss
(iii) H,0, + 0, —> O, + "OH + OH"

Como evidenciado na reacdo 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 inumeras reac6es bioquimicas de oxi-reducdo. De fato, na presenca de ferro a
toxicidade de H,O, pode ser potencializada em até 1000 vezes (FIBACH e
RACHMILEWITZ, 2008).

Além da dismutacdo do O,", o H,O, pode vir de fontes extracelulares devido a
alta permeabilidade desta ERO na membrana do eritrocito. Desta forma a Hb esta
constantemente sob o efeito do H,0,, resultando em oxidag6es protéicas que podem ser
utilizadas como sinais seletivos para protedlise nos eritrocitos (GIULIVI e DAVIES,
2001). Além disso, existem evidéncias que o aumento do H,O, estd diretamente
relacionado com a peroxidacdo lipidica e hemdlise através da formacdo de um

complexo ligado covalentemente entre espectrina e Hb que promove diversas
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modificagdes na forma e deformabilidade da membrana aléem de interferir na
organizacdo dos fosfolipideos da superficie celular (FIBACH e RACHMILEWITZ,
2008).

1.7.3. Hidroperoxidos de Lipideos e Peroxidacéo Lipidica

Os hidroperéxidos de lipidios (LOOH) sdo os produtos gerados pela peroxidagdo
lipidica e sua decomposicdo resulta em produtos de maior reatividade e toxicidade,
como os radicais peroxila (LOO") ou alcoxila (LO") (ESTERBAUER, 1993). Os
lipideos ricos em acidos graxos poliinsaturados estdo entre os alvos mais susceptiveis a
peroxidacao lipidica (GIROTTI, 2008). O esquema abaixo sintetiza o processo de

peroxidacao lipidica.

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

A primeira etapa deste processo € 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 (-CH-) (i). Uma vez que o hidrogénio possui somente um elétron a abstracéo
deixa um elétron desemparelhado na ultima 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 perédxido de lipideo e desta forma iniciar uma reacdo em
cadeia (iii) (GUTTERIDGE, 1995; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Esta etapa
da reacdo é denominada de propagacdo. Assim como para 0 H,O; a presenca de Fe?*
estimula a peroxidagdo através da decomposicéo do perdxido de lipideo LOOH gerando
as espécies radicalares alcoxil (LO®) e peroxil (LO") (iv), que, por sua vez, iniciam
nova cadeia de reacdes, denominada ramificacdo (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Nos eritrécitos, a peroxidacdo lipidica pode causar a polimerizacdo dos
componentes da membrana e o aumento da rigidez dos fosfolipidios da bicamada,

levando a diminuicdo de sua deformabilidade, o que por sua vez aumenta a
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suscetibilidade destas celulas a hemolise (LUBIN e CHIU, 1982). Além disso, 0s
hidroperdxidos gerados durante a peroxidacdo lipidica podem reagir com o ferro no
interior do eritrocito e desencadear a formacdo de mais EROS, que caso essa célula
sofra hemdlise na circulacdo podem afetar outras células e tecidos adjacentes (RICE-
EVANS, 1991).

1.7.4. Oxido Nitrico e a Formacao de Peroxinitrito

O 6xido nitrico (NO®) e o diéxido de nitrogénio (NO,") também sdo espécies
radicalares, visto que apresentam elétrons desemparelhados em sua Ultima camada
eletronica. Este composto estd relacionado com processos celulares de grande
importancia como vasoconstricdo e a vasodilatacdo, agregacdo plaquetéria, inibicdo da
adesdo celular, resposta do sistema imunologico, dentre outros (MONCADA e HIGGS,
1991; DESSY et al., 2004; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Entretanto, 0 NO®
pode reagir com o O," para formar um intermediario bastante reativo o peroxido de
nitrito (ONOOQO). Esta espécie € um poderoso oxidante capaz de causar danos em
diversas biomoléculas e em pHs acidicos pode se decompor em didxido de nitrogénio
(NO;") e 'OH independente da catalise realizada por metais de transicdo
(GUTTERIDGE, 1995; SZABO; ISCHIROPOULOS; RADI, 2007) de acordo com a
reacao abaixo:

ONOO + H" - ONOOH — "OH + NO,*

No interior das membranas o peroxinitrito pode reagir com proteinas integrais
e/ou periféricas através de centros metalicos protéicos, ou tidis. Ainda no interior das
membranas bioldgicas, esta molécula pode se decompor em NO; e "OH os quais atuarao
na peroxidacdo 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 formagdo de NAD" e O," (GOLDSTEIN e
CZAPSKI, 2000).
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1.8. Anemias hemoliticas hereditarias e Estresse oxidativo

O estresse oxidativo tem sido associado ao agravamento de diversas doencas,
dentre elas as anemias hemoliticas como a beta talassemia e anemia falciforme. Mesmo
ndo sendo a causa principal destas doengas, o dano causado pelas espécies reativas de
oxigénio (EROS) tem um importante papel na hemolise devido a eritropoiese ineficaz
na medula dssea e na reducdo do tempo de vida dos eritrécitos na circulacdo (FIBACH
e RACHMILEWITZ, 2008).

Nessas anemias a auto-oxidacao da hemoglobina € bastante pronunciada, pois as
moléculas de Hb sdo altamente instaveis, resultando em maior producdo de EROS. A
acentuada producdo desses compostos favorece a peroxidacdo lipidica, levando ao
aumento na exposicéao de fosfatidilserina na superficie dos eritrocitos que sdo removidos
pelos macrofagos, acarretando na reducdo do tempo de vida dessas células na circulagédo
(figura 9). Além disso, as hemoglobinas oxidadas tendem a se desnaturar e precipitar na
forma de hemicromos, os quais possuem alta afinidade por algumas proteinas de
membrana e irdo promover a interrupcao da ligacdo dessas proteinas com proteinas do
citoesqueleto, causando perda de estabilidade e tornando o eritrécito mais fragil.
Adicionalmente, os danos causados a membrana ocasionam a destruicdo de enzimas
glicolicas e consequentemente na reducdo da producdo de NADPH, um importante
agente redutor para varias enzimas antioxidantes (VOSKOU et al., 2015).

Em casos de lesBes oxidativas extensas, os eritrocitos ao invés de serem
removidos por mecanismos controlados podem sofre hemolise na circulacdo. O
aumento da hemdlise ja foi observado tanto na anemia falciforme quanto na beta
talassemia (SCOTT et al., 1993; CHAVES, LEONART, NASCIMENTO, 2008). Apds
a hemolise, a hemoglobina é liberada no plasma e ocorrem reacGes oxidativas que
resultam na geracdo de EROS, liberacdo do heme e do ferro. Essas moléculas toxicas
podem se intercalar nas membranas celulares e promover o dano oxidativo ao endotélio,
células hemopoéticas e varios 6rgdos. Na beta talassemia e na anemia falciforme os
sinais de estresse oxidativo podem ser observados ndo apenas nos eritrocitos, mas
também nos leucdcitos, plaquetas, células endoteliais e varios outros tecidos (figura 9)
(BEETSCH et al., 1998; AMER et al., 2006).

Como mencionado anteriormente, o heme e o ferro sdo moléculas altamente
toxicas. Estes compostos podem se ligar a proteinas plasmaticas como o LDL
(lipoproteina de baixa densidade) e causar a sua oxidagdo, que tem um efeito
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significativo na geracdo de placas aterosclerdticas. As placas ateroscleréticas podem
causar a lise dos eritrécitos e a oxidacdo das moléculas de Hb. O heme e o ferro
liberados por essas reacOes de oxidacdo podem oxidar ainda mais 0s componentes da
placa, gerando danos adicionais ao endotélio (NAGY et al., 2010).

Um importante efeito do heme livre e dos EROS liberados na circulacdo é
promover a inflamag&o vascular através da ativacdo de NFKB (Nuclear Factor kappa B)
e AP-1 (Activator Protein 1), que desencadeiam 0 aumento na expresséo de citocinas
pré-inflamatorias e moléculas de adesdo. Isso resulta em maior adesdo dos eritrocitos,
leucdcitos e plaquetas ao endotélio, causando ativacdo e disfuncdo endotelial
(FRENETTE, 2002). O aumento no influxo de leucdcitos ndo é apenas um marcador
inflamatorio, mas também uma importante fonte de EROS devido a atividade NADPH
oxidase, produtora de O,". Além disso, as citocinas produzidas contribuem para a
geracdo de EROS adicionais (figura 9) (GEORGE et al., 2013).

A anemia falciforme e a beta talassemia também séo caracterizadas pelo
aumento da hipercoagulabilidade, demonstrado pelo aumento dos marcadores de
ativacdo de plaquetéaria e producdo de trombina. O dano oxidativo crénico das plaquetas
e a adesdo ao endotélio podem levar a sua ativacdo e agregacdo. A coagulacéo e a
inflamacdo sdo ainda mais exacerbadas porque a biodisponibilidade de NO, um
mensageiro intracelular com propriedades vasodilatadoras, antitrombdticas e
antiinflamatdrias, é reduzida como consequéncia da hemolise (VOSKOU et al., 2015).

Os eventos relatados acima podem levar a um extenso dano endotelial tanto em
pacientes com anemia falciforme quanto beta talassemia, uma vez que ambas
apresentam uma hemdlise aumentada. No entanto, a hemdlise é mais acentuada na
anemia falciforme quando comparada com a beta talassemia, podendo causar problemas
mais graves. A hemolise juntamente com a falcizagdo dos eritrdcitos pode resultar em
crises vaso-oclusivas, que € uma caracteristica Unica da anemia falciforme. Em adicéo, a
vaso-oclusdo também leva a lesdes de isquemia/reperfusdo através do aumento da
expressao de varias proteinas plasmaticas e endoteliais que ddo origem a mais EROS.
Portanto, aparentemente o estresse oxidativo nos eritrocitos falciformes gera um loop de
feedback para a producdo de mais EROS (MORRIS, 2008).

Ja na beta talassemia, a patogénese € atribuida principalmente a eritropoese
ineficaz (figura 9) e a sobrecarga de ferro. Recentemente, Dussoit e colaboradores
demonstraram que o fator de diferenciagdo de crescimento 11 (GDF11), uma citocina

relacionada a superfamilia de TGFp (fator transformador de crescimento beta), bloqueia
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a diferenciacdo final de precursores eritroides em um modelo de camundongos beta
talassémicos, devido a precipitagéo de alfa globina e ao estresse oxidativo. Em adicdo,
GDF11 também induz a apoptose precoce dos eritroblastos, mas, mais importante é que
a expressao dessa citocina é induzida pelo estresse oxidativo, indicando a existéncia de
um ciclo de amplificacdo autocrina que promove a eritropoiese ineficaz (DUSSOIT et
al., 2014). Com relacdo a sobrecarga de ferro, esta ja € bem documentada na beta
talassemia e é causada por multiplos fatores como o0 aumento da desnaturacdo oxidativa
Hb e posterior liberacdo de ferro, transfusdes de sangue recorrentes, especialmente na
beta talassemia maior, e a absorcdo aumentada do trato gastrointestinal. Como descrito
anteriormente em maiores detalhes o ferro livre é altamente toxico e contribui
substancialmente na geracdo e no aumento da reatividade das EROS. O estresse
oxidativo afeta negativamente a funcéo bioldgica dos eritrocitos em varios niveis, tanto
na anemia falciforme quanto na beta talassemia e contribui significativamente para a
patogénese dessas doencas (VOSKOU et al., 2015).

o j
“ag — \ MACROFAGOS
Y "ROS '.\IVNO',| *\-{‘ . ; iy o
‘ o i ; & . ROS
AGREGADOS || | St 4 P - 2 Fe E
‘ NEUTROFILOS ‘rog. ~  Haeme
o ILIACRC')F Goé; ) —— ros = -
aGLOBINA i 6 " ERITROPOESE ;to;"\ / ‘ l :
| INEFICAZ o e )

‘ Q
0% ENDOCITOSE DOS
ERITROCITOS

| | ,w@mm /@ g"fé»;"“oﬁ% &

. ‘ SANGUE
PERIFERICO
» E

Figura 9. Eventos oxidativos na medula éssea e na circulacdo. Na medula dssea o principal evento

relacionado ao estresse oxidativo é a eritropoese ineficaz, a qual é mais pronunciada na beta talessemia
em virtude da precipitagdo das cadeias de alfa globina. Na circulagdo, os danos causados a membrana
pela precipitagcdo da Hb desnaturada resultam na exposicdo da fosfatidilserina e remogao dos eritrdcitos
através dos macrofagos. A hemodlise leva a liberagdo de Hb, heme e ferro no plasma produzindo dano
oxidativo ao endotélio e outras células. As EROS e o0 heme ativam fatores, que aumentam a producéo de
citocinas e moléculas de adesdo, aumentando a adesdo das células sanguineas ao endotélio. Leucécitos
ativados geram mais EROS através da NADPH oxidase, criando um ciclo vicioso de estresse oxidativo e
inflamago, o qual é mais acentuado na anemia falciorme. Ocorre a redu¢do na biodisponibilidade de NO
devido a Hb livre. Mais detalhes no texto (figura adaptada de VOSKOU et al., 2015).
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1.9. Defesas Celulares contra o Estresse Oxidativo

Os eritrocitos, assim como as demais células do organismo, possuem
mecanismos de defesa contra as espécies reativas de oxigénio. Dentre eles estdo as
defesas antioxidantes constituidas por enzimas como a superoxido dismutase (SOD)
(EC 1.15.1.1), catalase (CAT) (E.C. 1.11.1.6), glutationa peroxidase (GPX) (EC
1.11.1.9) e peroxirredoxinas (PRDXs) (EC 1.11.1.15). Os antioxidantes enzimaticos
removem cataliticamente as EROs, evitando os efeitos deletérios causados pela
oxidag&o. A seguir estas enzimas sdo descritas em maiores detalhes.

1.9.1. Superdxido Dismutase

A superoxido dismutase (SOD) é uma metaloenzima amplamente encontrada em
organismos eucarioticos e procaridticos. A SOD catalisa a transformacdo do anion
superoxido (O,") em oxigénio molecular (O,) e peroxido de hidrogénio (H20,),
atuando, dessa forma, como primeira linha de defesa antioxidante. No caso de
deficiéncia da SOD ou do aumento da producdo do superdxido, este preferencialmente
reage com oOxido nitrico e produz peroxinitrito (ONOO-), que € um potente agente
oxidante e nitrosante o qual pode provocar dano direto a proteinas, lipidios e DNA
(JOHNSON e GIULIVI, 2005; PACHER; BECKMAN; LIAUDET, 2007).

Em eucariotos podem ser encontradas duas isoformas de SOD, uma contendo
cobre e zinco (CuzZnSOD) localizada no citosol e outra com manganés (MnSOD)
encontrada na matriz mitocondrial (FRIDOVICH, 1995; STURTZ et al., 2001). Como
os eritrocitos maduros ndo possuem mitocondrias, estes apresentam apenas a isoforma
SOD1 (CuznSOD). A SOD1 (21g22.11) é um homodimero com peso molecular de
aproximadamente 32 kDa, com 153 aminoacidos e um ion de cobre e um de zinco no
sitio ativo de cada subunidade (BERTINI; MANGANI; VIEZZOLI, 1998). Apesar do
ion de zinco nédo participar da catalise, ele é importante para estabilizar a estrutura da
enzima, assim como uma ligacao dissulfeto intramolecular entre a cisteina 57 e a 146,
localizada em uma alca da regido de contato entre as subunidades (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1990, FURUKAWA e O’HALLORAN, 2005; WANG; XU;
BORCHELT, 2006). A dismutacdo espontanea do O," ocorre a uma constante de
velocidade de 10° M s em um pH 7.0, sendo que este valor pode ser alterado de
acordo o pH do meio, ja a decomposicdo catalisada pela SOD apresenta uma constante
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de velocidade de 10° M s que é mantida em uma ampla faixa de pH (5,3 — 9,5)
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; AUGUSTO, 2006). Além de apresentar alta
eficiéncia catalitica, a SOD1 € bastante abundante e corresponde a cerca de 1% do total
de proteinas celulares (OKADO-MATSUMOTO e FRIDOVICH, 2001).

A reacdo de dismutacdo do O2" catalisada pela SOD é representada na figura 10

abaixo:

Figural0. Representacdo do mecanismo catalitico da superoxido dismutase 1. A catélise ocorre em
dois passos: Uma molécula de O, reduz o fon cdprico (Cu?*) liberando O,. Uma segunda molécula de
0, reoxida o fon cuproso (Cu*), formando H,0,. (Figura retirada de FRANCO et al., 2013).

O peréxido de hidrogénio produzido pode ser decomposto por uma série de
enzimas celulares, como a catalase, as glutationa peroxidases e as peroxirredoxinas, as

quais atuam em conjunto com as SOD.

1.9.2. Catalase

A catalase (CAT) (11pl13) é uma enzima capaz de catalisar a reducdo de
peroxido de hidrogénio (H,0,) em agua (H,0) e oxigénio (O,). E largamente distribuida
entre animais, vegetais e microrganismos, sendo que em animais encontra-se
principalmente no figado, rins e eritrocitos (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). E
uma enzima tetramérica, com peso molecular de 240 kDa (aproximadamente 500
aminoéacidos por tetramero) e cada uma de suas subunidades contém um grupamento
prostetico heme que atua como centro redox (CHELIKANI, FITA, LOEWEN, 2004;
JAYAKUMAR; RAMESH; GERALDINE, 2006). Também se liga ao NADPH como
um equivalente redutor para evitar sua inativagao oxidativa por H,O, (BIRBEN et al.,

2012). Esta heme-enzima é extremamente eficiente e pode decompor milhdes de
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moléculas de H,O, por segundo (~10" M/Sec) (YOUNG e WOODSIDE, 2001). Em
mamiferos a atividade da catalase é bastante elevada nos eritrocitos, protegendo a
hemoglobina através da remocao de mais da metade do perdxido de hidrogénio gerado
em eritrocitos humanos normais, que estdo expostos a concentracbes de oxigénio
substanciais (GAETANI et al., 1989).

O mecanismo de acdo da catalase se inicia com a entrada do H,O; no sitio ativo
da enzima, onde h4 a transferéncia de um dos &tomos de hidrogénio do H,O, (na forma
de proton) a partir de um dos atomos de oxigénio para o outro, mediado por um residuo
de histidina e um de asparagina, polarizando e estendendo a ligagdo O—O. Esta ligacdo
sofre entdo uma cisdo heterolitica, formando uma molécula de agua. O outro 4&tomo de
oxigénio, coordenado ao atomo de ferro do grupo heme, forma a espécie Fe(1V)=0. Em
uma segunda etapa, Fe(IV)=0 reage com uma segunda molécula de H,O,, removendo
um atomo de oxigénio, formando O,, com o ferro retornando ao estado de oxidacgdo
inicial da enzima, Fe(lll) (DOUNCE, 1983; ALFONSO-PRIETO et al., 2009). Este

mecanismo esta representado na figura 11.

H,0, + Fe(lll)-enzima —_— H,0 + O = Fe(IV)-enzima

Enzima em Repouso Composto |

HOOH  H,0
A S
? 7,

+ H,O ll()()ll

H,0, + Fe(lll)-enzima ~«———  H,0+ O =Fe(lV)-enzima

Figura 11. Representacao esquematica do mecanismo catalitico da catalase. A atuacdo da catalase na
decomposicdo do H,0, é descrita em detalhes no texto acima (Figura adaptada de GOYAL e BASAK,
2010).

A CAT é mais eficaz na presenca de altas concentragbes de H,O,. No entanto,
na presenca de baixas concentracbes quer de H,O, ou outros perdxidos, o sistema
glutationa desempenha um papel fundamental (COMHAIR e ERZURUM, 2002).
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1.9.3. Glutationa Peroxidase

As glutationas peroxidases (GPXs) sdo uma familia de enzimas que possuem
uma selenocisteina em seu sitio ativo, sao tetraméricas e apresentam peso molecular de
aproximadamente 81 kDa (PUNCHARD et al., 1996). Estas enzimas atuam como um
complemento para a catalase na reducdo de H,O,, mas exedem a catalase na sua
capacidade de eliminar outras variedades de peroxidos tdxicos (COMHAIR e
ERZURUM, 2002). As GPXs catalisam a conversao de H,O, e perdxidos organicos em
agua e seus respectivos alcodis através da conversdo 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. Apés, a molécula de GSH é reduzida pela enzima glutationa
redutase, que utiliza NADPH como cofator para essa reducéo (figura 12) (HERBETTE;
ROECKEL-DREVET; DREVET, 2007; FOURQUET et al., 2008; JO; CHOI; CHOI,
2008). Como é possivel notar, a atividade destas enzimas é altamente dependente da
disponibilidade de GSH. Normalmente, a relagdo GSH: GSSG € mantida muito elevada
como resultado da atividade da enzima glutationa redutase (GR) (figura 12). Assim,
qualquer mecanismo que interfira na producdo de NADPH pode resultar em prejuizo
dessa relacdo e consequente reducdo na atividade das GPXs (YOUNG E WOODSIDE,
2001). Nos eritrocitos humanos apenas a isoforma da glutationa peroxidase 1 €
encontrada (GPX1) (3p21.31) no citoplasma (IUCHI, 2012).

L-Glutationa reduzida

(GSH)
NADP" w_ /Glutations Glutationdy, 292
redutase peroxidase
(GR) (GSH-PX)\
NADPH + H* 20
o}
woo n L-Glutationa cxidada
H (GSSG)

~

Ha

Figura 12. Representacdo esquematica do ciclo catalitico da glutationa peroxidase. A atuacdo da

GPX é descrita no texto acima (figura adaptada de Rover Junior; Hoehr; Vellasco, 2001).
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1.9.4. Peroxirredoxinas

As peroxirredoxinas (PRDXs) sdo uma familia de pequenas enzimas
antioxidantes (22-27 kDa) que catalisam a reducdo de perdxido 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 préximo a
regido C-terminal designado de cisteina de resolucdo (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 aminoécido), o qual é
conservado em todas as subfamilias de PRDXs, a Arg esté localizada em uma posicao
distante em sequéncia no sitio ativo e tem funcdo para a formacao do dissulfeto, a qual é
descrito adiante em maiores detalhes (TAIRUM et al., 2012). A conservacdo deste
motivo indicaria que a disposicdo espacial destes trés residuos pode desempenhar um
papel importante na atividade de peroxidase da enzima (HALL et al., 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 (PDRX4), mitocondria (PRDX3 e PRDX5),
peroxissomo (PRDX5) e no ndcleo (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 numero de cisteinas envolvidas na catalise enzimatica: PRDXs 2- Cys
tipica (PRDX1-4), sdo 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 reducdo dos peroxidos se inicia pelo ataque da cisteina peroxidasica (Cysp-
SH), a um atomo de oxigénio do peroxido, que leva a clivagem heterolitica da ligacdo

0-0. E formado, entfo, um &cido sulfénico na cisteina peroxidasica (Cysp-SOH). A
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etapa subsequente depende do tipo de peroxirredoxina (MONTEIRO et al., 2007). Nas
enzimas PRDXs 1- Cys, que possuem apenas a Cysp, 0 acido formado durante a
oxidagdo é reduzido por um tiol externo. Nas PRDXs 2- Cys tipicas o acido sulfénico
formado na Cysp reage com a Cysg de outra subunidade da enzima formando uma
ligacdo 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 reagdo com a Cysp resulta na formacdo de uma ligacdo
dissulfeto intramolecular, a qual também pode ser reduzida por um redutor tiol
dependente (figura 13) (NETTO e STADTMAN, 1996; KNOOPS et al., 2011).

A eficiéncia catalitica destas enzimas para a decomposicdo de H,O, pode
alcancar entre 10" - 10° M™ s* (HORTA et al., 2010). Além disso, ja foi demonstrado
que as PRDX sdo capazes de decompor perdxidos organicos e peroxinitrito com alta
eficiéncia, sendo que os Gltimos com eficiéncia de até 1.4 x 10’ M™ s™* (OLIVEIRA et
al., 2006; HORTA et al., 2010). Nos eritrocitos, a PRDX2 (13q12) é a terceira proteina
mais abundante e provavelmente um dos principais citoprotetores eritrocitarios contra o
estresse oxidativo. Adicionalmente, os eritrocitos também possuem as isoformas das
PRDX1 (1934.1) e PRDX6 (1g23.3), mas em menor quantidade que a PRDX2 (LOW et
al., 2007).

1.9.4.1. Sistema Tiorredoxina e Sulfirredoxina

Para que as PRDXS possam decompor outra molécula de peroxido, precisam ser
novamente reduzidas. Com excecdo da PRDX6, que tem como seu redutor fisioldgico a
glutationa (GSH), todas as outras PRDXS sdo reduzidas pela tiorredoxina (TRX)
(9931.3), a qual possui duas cisteinas vicinais localizada em um motivo Cys-X-X-Cys
(HOLMGREN, 2000; OLIVEIRA et al. 2010). Apo6s a reducdo das PRDX, as cisteinas
da TRX sdo oxidadas a dissulfeto e sdo reduzidas pela tiorredoxina redutase (TRXRS)
(12923-g24.1) utilizando equivalentes redutores provenientes do NADPH (figura 13)
(HOLMGREN e LU, 2010; OLIVEIRA et al., 2010). Quando as PRDXs 2-Cys tipicas
s80 expostas a altas concentracfes de perdxido a CysP fica superoxidada, assumindo a
forma de cisteina acido sulfinico (CP-SO,H) ou é&cido sulfénico (CP-SO3H) apds o
ataque do 4&cido sulfénico (CP-SOH) por outras moléculas de perdxido, néo
possibilitando a formacgdo do dissulfeto com a CysR. Estas enzimas superoxidadas se

oligomerizam e formam decédmeros ou oligbmeros de maior massa molecular que
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podem apresentar atividade de chaperona molecular e ter fungéo de sinalizador celular
(JANG et al., 2004; RHEE; CHAE; KIM, 2005; VIVANCOS et al., 2005).

A superoxidagéo resulta na perda da funcdo de peroxidase dessas enzimas, Vvisto
que, a TRX ndo pode reduzir estes intermediarios. Contudo, outra enzima de baixa
massa molecular dependente de ATP, magnésio (Mg®*) e um tiél, denominada
sulfirredoxina (SRX) (20p13) consegue reativar a atividade peroxidésica das PRDXs.
Entretanto, a SRX é capaz de reduzir somente a cisteina &cido sulfinico (Cr-SO2H)
(figura 13), ndo sendo conhecido até o momento, nenhum redutor biolodgico para a
forma Cr-SOsH (BITEAU; LABARRE; TOLEDANO, 2003).
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—C,SO,H HSCg~
Srx —CoSH HOS,Cs
HZOZ LVHzo
S HSCe= | |y o ~C,SOH HSCg= ~CpS—SCqr=
—C.SH "SCsz Hio | “CaSH HOSCF Hlo | TCeS—SCr
Trx/TrxR/INADPH
B
~CoS HSCs= | H,0, ~C,SOH HSCr~ ~C,S SCr=
cC.SH SCx H,0 | “CkSH HOSCs HZ;O =c.s’ scs
Trx/TrxR/NADPH
£ CpSOH
—C.S" —
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SCp— HOSCg
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Figura 13. Representacdo dos mecanismos cataliticos das PRDXs e seus redutores fisioldgicos.
Inicialmente, a Cysp-SH ataca um atomo de H,0, formando Cysp-SOH. A préxima etapa depende do
tipo de PRDX: nas 2- Cys tipicas 0 SOH formado na Cysp reage com a Cysg de outra subunidade da
enzima formando uma ligacdo dissulfeto intermolecular (A). Ja as 2-Cys atipicas reagem com a Cysg da
mesma subunidade formando um dissulfeto intramolecular (B), em ambos os casos essa ligacdo seré
reduzida pela TRX (A e B). Na PRDX 1- Cys o &cido formado é reduzido por um tiol como a GSH (C).
Em caso de superoxidacdo das PRDXs 2-Cys tipicas (CP-SO,H) estas sdo reduzidas pela SRX (A)
(Figura extraida de RHEE et al., 2012).



50

1.9.4.2. Peroxirredoxinas e Anemias Hemoliticas

Estudos existentes na literatura revelam que a importancia destas proteinas deve
ser acentuada nos eritrocitos. Neumann e colaboradores (2003) realizaram experimentos
diminuindo a expressdo de PRDX1 em camundongos, e apesar destes serem viaveis e
férteis tinham uma reduzida expectativa de vida por apresentarem anemia hemolitica
severa e canceres malignos aos nove meses de vida aproximadamente (NEUMANN et
al., 2003). Também em 2003, Lee e colaboradores estudaram camundongos knockout
para PRDX2, e observaram que estes animais apresentavam anemia hemolitica e
aumento no nivel de EROs em fracdes mais densas de globulos (LEE et al., 2003). Tais
resultados sugerem que as PRDXs 1 e 2 desempenham um papel importante na protecao
das células vermelhas contra o estresse oxidativo. Ainda com relagdo a PRDX2, um
trabalho de De Franceschi e colaboradores demonstrou um aumento nos niveis desta
enzima ao analisar culturas de células CD34" de beta talassémicos com a mutac&o
CD39 (% (DE FRANCESCHI et al., 2011). Outro trabalho deste mesmo grupo,
utilizando dois modelos de camundongos beta talassémicos com gravidades distintas,
observou que 0 aumento nos niveis de PRDX2 era proporcional & gravidade da doenca
(MATTE et al., 2010).

Um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa visando uma analise
sistematica do envolvimento das peroxirredoxinas na anemia falciforme e na beta
talassemia avaliou os niveis destas enzimas em reticuldcitos e eritrocitos de pacientes
com as anemias acima citadas, comparando-os com individuos sadios (ROMANELLO,
2013). Os resultados obtidos foram bastante promissores e reforcaram os indicios de
envolvimento dessas enzimas nas anemias hemoliticas. Dentre os resultados de maior
relevancia destacamos: o aumento de PRDX1 em pacientes com beta talassemia
intermediaria, a reducdo nos niveis de PRDX2 em pacientes com anemia falciforme e
uma diminuicdo de PRDX6 em ambas as anemias hemoliticas analisadas. Entretanto,
estudos adicionais sdo necessarios para confirmar e melhor estabelecer a relacdo entre

essas PRDXs e as anemias estudadas.

1.9.4.3. Peroxirredoxinas e Inflamacéo

A funcdo das PRDXs ndo esta restrita a sua atividade de antioxidante, essas
proteinas participam de cascatas de sinalizacdo mediadas por perdxidos, interagem com

uma grande variedade parceiros biolégicos e atuam em diversos processos celulares
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como proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e regulacdo da expressdo génica (FUJII e
IKEDA, 2002; VIVANCOS et al., 2005; KUMSTA e JAKOB, 2009). Estudos recentes
abriram uma porta para explorar o papel destas enzimas na modulacdo de processos
inflamatdrios, sugerindo que estas podem atuar de trés maneiras (KNOOPS et al.,
2016), as quais serdo brevemente descritas abaixo.

1. Citoprotetoras contra as elevadas concentracbes de EROS geradas
durante o processo inflamatorio: o papel citoprotetor das peroxirredoxinas na
inflamacéo foi demonstrado ao se observar que camundongos knockout para as PRDXs
2 e 3 eram mais sensiveis ao tratamento com lipopolissacarideos (LPS), uma endotoxina
que induz efeitos inflamatdrios. Estes animais apresentavam niveis mais elevados de
EROS nos macrofagos e danos oxidativos ao DNA e proteinas quando comparados a
camundongos normais (LI et al., 2007; YANG et al., 2007). Em contrapartida, um
estudo realizado em um modelo de camundongos com diabetes mellitus tipo 1 que
superexpressava a PRDX4, indicou que as células B nas ilhotas de Langerhans eram
significativamente mais protegidas contra insultos inflamatorios e a apoptose (DING et
al., 2010).

2. Moduladoras de sinalizacdo redox para controlar fungfes essenciais de
células inflamatérias, como sintese e liberacdo de mediadores inflamatorios:
diversos estudos tiveram como foco peroxirredoxinas induziveis em células
inflamatdrias e seus potenciais papéis como reguladoras na sinaliza¢do redox durante o
processo inflamatério. Estudos anteriores mostraram que a expressdo das PRDXs 1, 2,
4, 5 e 6 é acentuadamente aumentada em macréfagos derivados da medula 6ssea de
camundongos apos o tratamento com interferon gama (IFN-y) e LPS (ABBAS et al.,
2009; DIET et al., 2007; BAST et al., 2010). A partir desses dados especulou-se que 0
aumento na expressdo de varias peroxirredoxinas poderia representar ndo somente um
mecanismo para proteger as celulas contra os danos oxidativos, mas também uma forma
de controlar efetores celulares sensiveis a modulagdo redox (KNOOPS et al., 2016).
Kim e colegas demonstraram que a expressdo da PRDX1 é induzida em células
microgliais apds o tratamento com LPS por meio da ativagdo da via de sinalizagdo
EROS/p38MAPK e atua na redugédo da ativagdo microgial e da producdo de NO. Sob
essa condicdo pro-inflamatoria, os autores propuseram que a PRDX1 controla a
progressao da neuroinflamacao pela supressao da ativacdo microglial através da inibicéo
da via EROS/NFKB/INOS (KIM et al., 2013). A PRDX6 também mostrou

desempenhar um papel interessante na ativacdo da NADPH-oxidase 2 (NOX2). Em
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neutrofilos estimulados a PRDX6 € fosforilada, transloca-se para a membrana e a
ativacdo de sua atividade de fospolipase A, facilita a montagem e a ativacdo do
complexo NOX2 (CHATTERJEE et al., 2011).

3. Padrbes moleculares associados a patogenos (PAMPs) e Padrdes
moleculares associados a danos (DAMPs): a inflamacdo é desencadeada quando as
células do sistema imune, como os macrofagos, detectam infecgdes ou lesdes nos
tecidos. A nivel molecular, receptores presentes na superficie celular ou no citoplasma
respondem a PAMPs e DAMPs para desencadear a expressdo de citocinas, quimiocinas
e moléculas de adesdo, que promovem 0 recrutamento e a ativacdo de leucdcitos para
eliminar o agente infeccioso e detritos do hospedeiro. Vérias peroxirredoxinas tém sido
propostas para atuar como PAMPs ou DAMPs (KNOOPS et al., 2016). Donnelly e
colaboradores relataram que peroxirredoxinas secretadas por parasitas helmintos podem
atuar como PAMPS desencadeando o recrutamento de macréfagos e uma resposta Th2
com a producdo de altos niveis de IL-10 (interleucina 10) e prostaglandina E2
(DONNELLY etal., 2008).

Antes que a PRDX1 fosse caracterizada como uma peroxidase, esta foi
inicialmente descrita como uma proteina liberada a partir de células lisadas capaz de
aumentar a atividade citotdxica de células natural killers (NK) (SHAU et al., 1993).
Esses achados demonstraram que a PRDX1 extracelular € capaz de atuar como um
DAMP e desencadear a secrecdo de TNF-a ¢ IL-6 (RIDDELL et al., 2010). Outras
PRDXs também ja foram detectadas em diversos fluidos corporais, dentre eles o
plasma, indicando que estas enzimas também desempenham papéis no meio
extracelular, como a modulacdo do processo inflamatério (ISHII; WARABI e
YANAGAWA, 2012). Também foi descrita a liberacdo exossomal por diferentes tipos
de ceélulas apo6s serem estimuladas com LPS, TNFa, TGF-f1 e IL-1, de formas
diméricas oxidadas de PRDX1 e PRDX2, bem como de PRDX2 glutationilada
desencadeando a producdo de citocinas inflamatérias por macrofagos (CHANG et al.,
2006; CATTERALL et al., 2006; MULLEN et al., 2015; SALZANO et al., 2014). O
papel das PRDXs 1, 2, 5 e 6 como DAMPs foi enfatizado na inflamagédo pds-isquémica
no cérebro. Shichita e colegas mostraram que, apdés lesdes isquémicas, as
peroxirredoxinas que séo liberadas de células cerebrais necréticas podem induzir a
expressdo de citocinas inflamatdrias em macrofagos levando a morte celular neural
(SHICHITA et al., 2012).
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A inflamacdo € um componente essencial da resposta imune inata e esta
implicada na patogénese de muitas doengas, das quais a maioria também esté associada
com 0 aumento na producao de espécies reativas de oxigénio, como é o caso da anemia
falciforme, portanto, explorar o papel das PRDXs na modulacdo do processo
inflamatdrio pode auxiliar a entender o papel dessas enzimas de uma forma mais ampla

nesta anemia hemolitica.

1.10. Fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2 e a regulacédo antioxidante

Em condigbes normais, as enzimas antioxidantes ndo sdo expressas em sua
capacidade maxima, contudo, estas podem ser induzidas por ativacdo transcricional,
proporcionando protecdo catalitica contra o estresse oxidativo (KENSLER;
WAKABAYASHI; BISWAL, 2007). A regulacdo de sistemas antioxidantes e da
resposta celular ao estresse oxidativo envolve varias moléculas sinalizadoras, dentre
estas o fator nuclear eritrdide 2 relacionado ao fator 2 (NRF2) merece destaque, Vvisto
que é um importante fator de transcricdo que regula a expressao de diversas de enzimas
antioxidantes que serdo alvo deste estudo, dentre elas: PRDX1, 2 e 6, TRX1, TRXR1,
SRX1, CAT, SOD1 e GPX1 (KOBAYASHI e YAMAMOTO, 2005; JONSSON e
LOWTHER, 2007; OSBURN e KENSLER, 2008; SINGH et al., 2010; THAMSEN et
al., 2011; SATOH et al., 2011; Ma, 2013; PARK et al., 2014).

Sob condicgdes fisiologicas, NRF2 encontra-se no citoplasma formando um
complexo inativo com a proteina KEAP1 (Kelch-like ECH-associated protein 1), a qual
inibe sua atividade transcricional através da ligagdo a um dominio regulatério onde se
ligam outras proteinas, como um complexo ubiquitina ligase, que leva a ubiquitinacdo e
consequente degradacdo de NRF2 pelo proteassoma (ITOH et al., 1999). Quando a
célula é exposta a niveis elevados de agentes oxidantes, NRF2 ¢é fosforilado por
proteinas quinases como PKCd (Protein kinase C delta), por exemplo, se dissocia de
KEAPL e migra para o nucleo onde se liga ao antioxidant response element (ARE),
presente nas regides promotoras de diversos genes, ativando a transcricdo dos
antioxidantes (figura 14) (HUANG; NGUYEN; PICKETT, 2002; NUMAZAWA et al.,
2003).

Lee e colaborados evidenciaram a importancia de NFR2 na protecdo contra o
estresse oxidativo em células eritréides ao incubar eritrécitos deficientes para este fator

de transcricdo com altas concentracdes de H,O,. Os resultados obtidos mostraram que
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estas células eram altamente sensiveis a hemolise e apresentavam aumento na formagéo
de meta-hemoglobina, sugerindo que eritrocitos deficientes de NRF2 sdo mais sensiveis
a0 estresse oxidativo e a oxidacdo da hemoglobina em comparag&o a eritrocitos normais
(LEE et al., 2004). Além de sua atuacdo como regulador de diversos antioxidantes,
NRF2 também atua na regulacdo da transcricdo do gene da globina beta e € um
elemento regulatorio importante no controle da sintese de heme e de globina,
promovendo o equilibrio na producdo desses 2 componentes (HASSON et al., 2007).
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Figura 14. Representacao esquematica da via de sinalizagdo de NRF2. Em condicGes fisioldgicas NRF2
permanece no citaplasma ligado ao seu repressor KEAP1, o qual possui um dominio para a ligacdo de
proteinas relacionadas a ubiquitina ligase que leva a ubiquitinacéo e degradacdo de NRF2 pelo proteassoma.
A exposicao celular a altos niveis de oxidantes promove a fosforilagdo de NRF2 por proteinas quinases
como PKC9, este entdo se dissocia de KEAP1, migra para o nucleo, liga-se a0 ARE e ativa a transcricdo de
diversos genes antioxidantes. (figura adaptada de CHEN, ZHANG, CAl, 2014).
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2. JUSTIFICATIVA

A modulacdo das EROs parece ter uma relagdo muito estreita com a
fisiopatologia de diversas doencas hematoldgicas, principalmente nas anemias
hemoliticas como a beta talassemia e a anemia falciforme. Nestas enfermidades, o
ambiente celular é extremamente pro-oxidante resultando em danos oxidativos e
consequente hemolise das células que por sua vez favorecem a formacdo dessas
espécies em outros tipos celulares (FIBACH e RACHMILEWITZ, 2008). Neste
contexto, a atuacdo do sistema de defesa antioxidante composto pelas PRDXS, SOD,
CAT e GPX, desempenha um papel fundamental na manutencdo dos eritrdcitos. As
peroxirredoxinas se destacam nesse tipo celular por sua elevada abundancia e
reatividade (LOW et al., 2007).

Estudos anteriores ja demonstraram a importancia das PRDXs para o
desenvolvimento e manutencdo dos eritrocitos em anemias hemoliticas (LEE et al.,
2003; NEUMANN et al., 2003; YANG et al., 2007; HAN et al., 2012; MATTE et al.,
2010; DA CUNHA et al., 2010; DE FRANCESCHI et al., 2011). Contudo, ainda sédo
escassos 0s estudos sobre o papel destas enzimas na beta talassemia intermediaria e na
anemia falciforme. Um trabalho realizado por nosso grupo de pesquisa forneceu
indicios de que estas enzimas apresentam variacdo dos niveis de expressdo génica e
proteica nas doencas acima citadas quando comparadas a individuos sadios. Entretanto,
estudos adicionais que incluem um numero maior de individuos sdo necessarios para
melhor estabelecer essa relacdo, bem como entender os seus mecanismos moleculares
subjacentes.

Sendo assim, este trabalho deu continuidade ao estudo realizado anteriormente,
com enfoque nas isoformas de PRDXs 1, 2 e 6 e nos redutores fisiologicos 2-Cys
PRDXs. Adicionalmente, também foram analisados os demais antioxidantes, SOD1,
CAT e GPX1, bem como o complexo NRF2/KEAP1/PKCS3 relacionados a regulagédo da
expressao génica das enzimas antioxidantes avaliadas neste trabalho. Este estudo
apresenta pela primeira vez um panorama abrangente sobre o estado redox das células

eritroides de pacientes com beta talassemia intermediaria e anemia falciforme.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo central tracar o perfil de expressdao de genes
envolvidos no estado redox de reticuldcitos e eritrocitos de pacientes com beta

talassemia intermediaria e anemia falciforme em relagéo a individuos sadios.

3.2. Objetivos Especificos

- Analisar a expressao génica e o conteudo proteico das PRDXs 1, 2 e 6, nos
reticulécitos e eritrocitos de pacientes com beta talassemia intermedidria e anemia
falciforme, comparando-os a individuos sadios;

- Avaliar a expressdo génica e 0 conteudo proteico dos redutores fisiologicos 2-Cys
PRDXs, TRX1, TRXR1 e SRX1, nos reticuldcitos e eritrocitos de pacientes com beta
talassemia intermediaria e anemia falciforme, em relacdo a individuos sadios;

- Mensurar os niveis das PRDXs 1 e 2 no plasma de pacientes com anemia falciforme
buscando uma possivel associagdo entre a secrecdo dessas enzimas € O Processo
inflamatorio cronico observado nesses pacientes;

- Analisar a expressdo génica e o contetdo proteico da superdxido dismutase 1 (SOD1),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase 1 (GPX1), nos reticulécitos e eritrocitos de
pacientes com beta talassemia intermediaria e anemia falciforme, comparando-os a
individuos sadios;

- Avaliar a expressdo génica do complexo de regulacdo antioxidante
NRF2/KEAP1/PKC3, nos reticuldcitos de pacientes beta talassémicos intermediarios e

com anemia falciorme;
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Aspectos éticos da pesquisa

Este projeto foi aprovado pelos Comités de Etica Institucionais (CAAE:
31939814.1.1001.5504) e todos os pacientes e controles s6 foram incluidos no estudo
apos a assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (anexo 1).
Todos os procedimentos foram realizados de acordo com a resolucdo n® 466/2012 da

Comisséo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).
4.2. Pacientes e controles

Foram convidados pacientes com diagnostico molecular de beta talassemia ou
anemia falciforme previamente realizado pela Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia
do Estado de Pernambuco (Fundagdo HEMOPE). Estes pacientes se encontravam em
fase estavel, na auséncia de infeccdo ou processos inflamatorio e sem crises de
dolorosas recentes. Amostras de sangue periférico de individuos saudaveis foram usadas
como controles, este grupo foi composto por doadores voluntarios. Uma vez que as
PRDXs participam do ciclo circadiano todas as amostras de sangue foram coletadas
entre 7 e 9 horas da manhd. A seguir mais dados sdo fornecidos sobre os grupos
analisados.

4.2.1. Pacientes beta talassémicos e controles

Foram analisados no total 15 pacientes com beta talassemia intermediaria,
homozigotos para a mutagdo 1VS-I-6 (T—C) (B*), com idades entre 8 e 63 anos (46.4 +
13,63), sendo 8 do sexo feminino e 7 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 maiores para efeitos comparativos, as quais correspondem a 8 no total,
com idades entre 3 e 33 (19,75 = 15,08), sendo 5 do sexo masculino e 3 do sexo
feminino. Estes pacientes apresentavam os seguintes genotipos: IVS-1-6 (T — C) (B%) /
IVS-1-5 (G — C) (B") (3 individuos), IVS-1-6 (T — C) (%) / IVS-I-1 (G — A) (8% (1
individuo), IVS-I1-1 (G — A) (8% / IVS-11-849 (A — G) (B°) (1 individuo), CD39
(C—T) (B°)/ CD39 (C—T) (% (2 individuos) e 1 individuo ndo genotipado.



Os dados hematologicos dos pacientes sdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Dados hematoldgicos dos pacientes beta talassémicos

Parametros Beta talassemia intermediaria Beta talassemia maior
n=15 n=8

Cel. Verm. (10°mm®  3.77 £ 0.65 3.07 +0.46

Hb (g/dL) 7.6+0.71 6.5+1.82

VCM (fL) 66.6 + 8.82 74.1+1.32

Ret (%) 7.1+3.69 43+18

Hct (%) 25.2+1.79 22.5+3.72

HbF (%) 10.5+591 38.22 +40.05

HbA (%) 82.7+5.38 57.7 £ 39.86

HbA,(%) 6.8+1.16 29+0.21

Cel. Branc. (10°mm®  10.738 + 5.984.66

14.300 * 3.591.65
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Cel. Verm., células vermelhas; Hb, hemoglobina; VCM, volume corpuscular médio; Ret, reticuldcitos;

Hct, hematocrito; HbF, hemoglobina fetal; HbA, hemoglobina A, HbA,, hemoglobina A,; Cel. Branc.,

células brancas . Os dados sdo apresentados com media e desvio padréo.

Informacdes adicionais foram solicitadas a pacientes e controles (anexo 1), as

que apresentaram maior relevancia sdo descritas abaixo:

- Patologias associadas:

Controles: nenhum relato;

beta talassémicos intermediarios: 2 cardiopatias; 1 acidente vascular

cerebral (AVC); 5 ulceras; 1 insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC); 2

hipertensao arterial e 1 hiperesplenismo;

beta talassémicos maiores: nenhum relato.

- Medicacao:

Controle: nenhum relato;

beta talassémicos intermediarios: 8 acido folico; 7 quelantes de ferro; 2

anti-hipertensivos; 1 diuréticos; 1 Digoxina (para tratamento de ICC);

beta talassémicos maiores: 4 acido folico e quelantes de ferro.
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4.2.2. Pacientes falciformes e controles

Foram analisados no total 30 pacientes com AF com idades entre 01 e 50 anos
(20,38 + 11,70), sendo 16 do sexo feminino e 14 do sexo masculino. Os controles
analisados correspondem a 27 individuos no total, com idades entre 19 e 40 (24,54 +
5,52), sendo 12 do sexo feminino e 15 do sexo masculino. A tabela 3 lista os hapl6tipos
dos individuos com AF que participaram do presente estudo. Os dados hematoldgicos

dos pacientes sdo apresentados na tabela 4.

Tabela 3. Hapl6tipos dos pacientes com anemia falciforme

Haplétipos N°de individuos
CAR/CAR 14
CAR/BEN 10
CAR/ATP 3
CAR/CAM 1
BEN/BEN 2

CAR= Bantu ou Republica centro africana; Ben= Benin; Cam= Camardes; Sen= Senegal; ATP=

Atipico.

Tabela 4: Dados hematoldgicos dos pacientes com anemia falciforme

Parametros Anemia Falciforme
n=30

Cel. Verm. (10°mm?) 2,62+0,51

Hb (g/dL) 79+1,16

VCM (fL) 91,2+9,17

Ret (%) 9,2+3,64

Hct (%) 23,6 + 3,76

HbF (%) 8,0 +4,54

HbS (%) 89,3+ 4,53

HbA,(%0) 2,6 +0,63

Cel. Branc. (10°mm®) 13.392 + 5.376,68

Cel. Verm., células vermelhas; Hb, hemoglobina; VCM, volume corpuscular médio; Ret, reticuldcitos;
Hct, hematocrito; HbF, hemoglobina fetal; HbA, hemoglobina A, HbA,, hemoglobina A,; Cel. Branc.,

células brancas . Os dados séo apresentados com media e desvio padréo.
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Informacdes adicionais foram solicitadas a pacientes e controles (anexo 2), as

que apresentaram maior relevancia séo descritas abaixo:

- Patologias associadas:
e Controles: nenhum relato;
e Falciformes: 4 AVCs; 2 ICCs; 8 ulcera; 5 priapismo; 1 hipotiroidismo; 1

sopro cardiaco; 1 crises convulsivas.

- Medicacao:
e Controle: nenhum relato;
e Falciformes: 14 hidroxiuréia; 20 4acido fdlico; 1 antidepressivo; 2
analgésicos; 3 quelante de ferro; 1 anticonvulsivo; 1 anti-hipertensivos; 1

diuréticos; 1 medicacdo para tratamento de ICC.

4.3. Separacdo de Ceélulas Vermelhas

Amostras de sangue periférico foram coletadas em tubo com citrato de sédio e
centrifugadas para remocdo do plasma e buffy coat (fracdo rica em plagquetas e
leucdcitos). As ceélulas foram lavadas 3 vezes em PBS (solucdo salina fosfatada
tamponada) e ressuspensas em 1 mL de PBS para contagem no contador automatico
Cell-Dyn 1700 (Abbott Diagnostics, Lake Bluff, Illinois, USA). A concentracgdo final
foi ajustada para 4x10%cel/mL. Para determinagdo da produgdo de EROS, as células

vermelhas foram ressuspendidas em uma concentracéo de 1x10° células/mL.

4.4. Isolamento de Neutrofilos e Células Mononucleares do Sangue Periférico

As amostras de sangue total de individuos controles e pacientes foram coletadas
em tubos de heparina litica (9mL) e separadas com Ficoll-Hypaque (Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) de densidades de 1.119 g/L e 1.077 g/L. Apo0s separacdo das
células mononucleares e granulécitos, as hemacias contaminantes foram lisadas com
tampao de lise (0.144M NH,CI; 0.01M NH4HCO3) e lavadas novamente em PBS. Para
determinacdo da producdo de EROS as células mononucleares e granuldcitos foram

ressuspendidas em uma concentracéo de 1x10° células/mL.
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4.5. Determinacéo da Producédo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERQOS)

As amostras de células vermelhas, granulécitos e células mononucleares obtidas
a partir do sangue fresco de pacientes e controles foram incubadas com 0,5uL de 2,7-
Diclorodihidrofluresceina-diacetato (DCFH-DA) (Invitrogen - Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA). O DCFH-DA difunde-se para dentro das
células, e no citosol é deacetilado por esterases intracelulares, produzindo um composto
ndo fluorescente DCFH. A oxida¢do 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., 2005; AMER et al., 2006). Apos incubacdo das células vermelhas (30 minutos);
granuldcitos e células mononucleares (15 minutos) em atmosfera de 5% de CO, a 37°C,
as células foram centrifugadas (5 minutos a 1600 rpm) lavadas e ressuspendidas em
PBS (1X). A producdo das EROS foi analisada por citometria de fluxo (FACS-calibur,
Becton-Dickinson, Immunofluorometry systems, Mountain View, California, USA)
com aquisicdo de 10.000 eventos, utilizando o programa CellQuest™ para analise da
intensidade média de fluorescéncia (MFI).

4.6. Separacdo de Reticulocitos

As amostras de sangue periférico (4mL) foram coletadas em tubo com EDTA
(&cido etilenodiamino tetracético) e transferidas para tubo Falcon de 15mL. Apos
centrifugacdo em 3.000 rpm, 10 minutos a 4°C, o plasma foi descartado e foi adicionado
5x 0 volume de solucdo de lise de heméacias (0.144M NH4CI; 0.01M NH4HCO3). As
amostras foram incubadas 30 minutos em gelo, com agitacéo vigorosa a cada 5 minutos.
Apbs centrifugacdo de 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C, o sobrenadante contendo
hemaécias lisadas e reticuldcitos foi transferido para novo tubo, homogeneizado com
1/10 de volume de uma solucéo de Sucrose/KCI (1.5M C;2H,,011; 0.15M KCI, filtrada
ou preparada com H,0O tratada com DEPC) e centrifugado novamente 5.000 rpm por 20
minutos a 4°C. O sobrenadante contendo agora apenas reticuldcitos 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 - Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), que
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rompe as células, dissolvendo os componentes celulares sem comprometer a integridade
do RNA.

4.7. Extracdo de RNA

As amostras contendo reticuldcitos e Trizol® foram incubadas por 5 minutos a
temperatura ambiente, a fim de que houvesse completa dissociacdo dos complexos
nucleo-protéicos, foram adicionados 200uL de cloroformio (CHCIl3) e vortexado, sendo
realizada nova incubacdo por 3 minutos a temperatura ambiente. Apos centrifugacao por
15 minutos a 12.000g em temperatura de 4°C, a fase aquosa foi retirada e acondicionada
em outro tubo, procedendo imediatamente para a etapa de precipitagdo com 500uL de
isopropanol gelado. Apd6s homogeneizacdo, foi realizada 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 centrifugacdo por 5 minutos a 15.000g a 4°C. Por fim, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA colocado para secar por 10 minutos
a temperatura ambiente, sendo entdo ressuspendido em agua livre de RNase e incubado
a 55°C por 10 minutos e posteriormente colocado em gelo para solubilizacdo total do
RNA.

As amostras foram quantificadas em espectrofotdbmetro (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 ribossomais: 18S e 28S. Apds a eletroforese,
as amostras de RNA foram armazenadas em freezer -80°C.

4.8. Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para retirar possiveis contamina¢fes do RNA com moléculas de DNA, 1,0ug de
cada RNA extraido foi tratado com 1,0 pL da enzima DNAsel (Invitrogen - Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), 1,0 uL DNAsel reaction buffer com
MgClI; 10X (Tris-HCI pH 8.4 200mM, MgCI2 20mM, KCI 500mM), num volume final
de 10pL. 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 incubagdo por 10 min a 65°C.

A sintese do cDNA foi realizada a partir do RNA tratado com DNAsel, através

da reacdo de transcricdo reversa, usando o kit High-Capacity cDNA Reverse
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Transcription Kits (Applied Biosystems-Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). A amostra de RNA tratada, foi adicionado 2,0 uL de 10X RT
Buffer, 0,8 pL de 25X dNTP Mix (100 mM), 2,0 pL de 10X RT Random Primers, 1,0
uL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/uL), 1,0 uL de RNase Inhibitor, 3,2
UL de Nuclease-free H,0. A sintese de cDNA foi feita a 25°C por 10 minutos, 37°C por
120 minutos. A reacdo foi paralisada através de incubacéo 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 gPCR utilizando iniciadores para o gene
enddgeno beta actina (BAC). A amplificacdo adequada deste gene indica uma boa
sintese de cDNA.

4.9. Reacgdo de PCR quantitativo em tempo real (QPCR)

A detecgé@o 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 SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems-
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 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 formacéo de estruturas como hairpins e dimers e submetidos

ao programa Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast) para confirmacdo de especificidade.

Como controle enddgeno utilizou-se primers para amplificacdo do gene da beta actina
(BAC) e da hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasel (HPRT1). Em todos os casos
foram feitos controles negativos, com agua estéril substituindo a amostra. As amostras
foram amplificadas em duplicatas. As reacdes foram preparadas em placas de 96 pocos
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. Apés a amplificacéo, a
curva de melting foi determinada, através da variagdo 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 5.

A quantificacdo dos resultados se baseia na derivacdo da formula 2"**“" (LIVAK
e SCHMITTGEN, 2001). As amostras estudadas tiveram a expressdo 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


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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diferencas na média de Ct entre os genes alvos e seus controles enddgenos. Apos, 0

A4Ct foi calculado em relacdo a uma situagdo considerada como referéncia, que

constitui a amostra calibradora. Em seguida, procede- se calculando 0 2T (LIVAK e
SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 5. Sequéncia de Primers

Gene

Numero de Acesso

Forward primer

Reverse primer

Beta Actina (BAC)

hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase 1
(HPRT1)

Peroxirredoxina 1 (PRDX1)

Peroxirredoxina 2 (PRDX2)
Peroxirredoxina 6 (PRDX6)
Catalase (CAT)

Superoxido Dismutase 1
(SoD1)

Glutationa Peroxidase
(GPX1)

Sulfirredoxina 1 (SRX1)

Tiorredoxina 1 (TRX1)

Tiorredoxina Reductase 1
(TRXR1)

Nuclear Factor Erythroid 2-
Related Factor 2 (NRF2)
Kelch-like ECH-associated
protein 1 (KEAP1)

Protein kinase C delta
(PKCS)

NM_001101.3
NM_000194.2

NM_002574.3
NM_005809.5
NM_004905.2
NM_001752.3
NM_000454.4

NM_000581.2

NM_080725.2
NM_003329.3

NM_003330.3
NM_006164.4
NM_012289.3

NM_006254.3

5-CAAGCAGGAGTATGACGAGTC-3’
5’- AGATGGTCAAGGTCGCAAG -3’

5'-TGTAAATGACCTCCCTGTTGG-3'
5'-CTGTTAATGATTTGCCTGTGGG -3'
5'-CACGACTTTCTGGGAGACT-3'
5'-TGAATGAGGAACAGAGGAAACG-3'
5'-GGGCAAAGGTGGAAATGAAG-3'

5'-TTCCAGACCATTGACATCGAG-3'

5'-AGCATCCACACCAGACTTG-3'

5’ -TGGTGAAGCAGATCGAGAGCAAAGA-
z’-CAACATTGTCTGTGACCAAGC-3’

5’- GCTACGTGATGAAGATGGAAAAC-3’
5’- AACAGAGACGTGGACTTTCG-3’

5- TGGAAAAGCGGAGGTTGG-3’

5’- GCCATGCCAATCTCATCTTG-3’

5- GTATTCATTATAGTCAAGGGCATATCC-3’

5'-TATCACTGCCAGGTTTCCAG-3'
5'-TGGGCTTAATCGTGTCACTG-3'
5'-GGGCAATCAACTTAACATTCCTC-3'
5'-GTACTTGTCCAGAAGAGCCTG-3'
5'-CAGCTAGCAGGATAACAGATGAG-3'

5'-CACCCTCATAGATGAAAACCCC-3'

5'-ACCCCTGCTATCCCTTCTG-3'
5’-ACCACGTGGCTGAGAAGTCAACTA-3’

5’-AACCCTCTAGAAAACTTCGCC-3’

5’- AGCTCAGAAAAGGTCAAATCCTC-3’

5’- GTGTCTGTATCTGGGTCGTAAC-3’

5’- ATGGAGTCGATGAGGTTCTTG-3’

4.10. Padronizagdes para o PCR quantitativo em tempo real

4.10.1. Concentracao de Primer

A concentracdo Otima do primer utilizado na qPCR, deve ser minima o

suficiente para permitir a duplicagdo de todas as cOpias do gene presentes na amostra.

Para isso, utilizando a mesma quantidade de amostra, foram feitas reagcdes contendo

cada um dos primers (foward e reverse) nas concentragdes finais apresentadas na tabela

6.
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Tabela 6. Matriz para Padronizacio da Concentracio Otima de Primers Foward e Reverse

Primer Reverse (nM)

=

g 100 150 300
i s 100 100/ 100 100/ 150 100/ 300
g 150 150/100 150/ 150 150/ 300
a 300 300/100 300/ 150 300/ 300

A concentracdo 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
formacéo de dimeros, mesmo nos pocos com NTCs (no-template controls). Na tabela 7
estdo listadas as concentracfes 6timas dos primers utilizados na amplificacdo dos genes

de estudo.

4.10.2. Eficiéncia de Reac¢ao

Para que a reacdo de qPCR seja confiavel e reprodutiva sdo necessarias
condicGes Otimas de reacdo, onde as amplificagdes apresentem 100% de eficiéncia a
cada ciclo de amplificacdo, ocorrendo duplicagdo da amostra. Apds determinadas as
concentracdes ideais dos primers foram realizadas dilui¢bes seriadas de uma amostra
conhecida para avaliar a eficiéncia do experimento, a qual é indicada pela inclinacédo
(slope) da curva padréo. Utilizou- se dilui¢des 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 padrao com slope de -
3,32. A eficiéncia de amplificacio é dada pela formula E= 100191 Qutros
parametros como R? e Y- intercept (ponto em que a curva corta o eixo Y) também s&o
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 (BUSTIN et al.,2009). A curva de
melting tambeém foi analisada para verificar a formacdo de dimeros ou amplificacGes
inespecificas, representadas pelo aparecimento de mais de um pico. Depois de obtidos e
analisados os parametros citados é determinado um threshold que sera utilizado nas
analises posteriores (BUSTIN et al.,2009). Os principais parametros referentes a cada

primer utilizado neste trabalho est&o listados na tabela 7.
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Tabela 7. Parametros de importancia para os primers caracterizados

Primer Concentracgéo (F/R) nM Threshold Eficiéncia (%0)
BAC 300/150 0,098701 101,311
HPRT1 150/300 0,082606 97,648
SOD1 150/150 0,058913 96,576
GPX1 300/150 0,070705 96,5
CAT 150/300 0,122229 101,923
PRDX1 300/300 0,060659 95,439
PRDX2 300/300 0,096587 95,195
PRDX6 100/100 0,107838 98,96
TRX1 100/150 0,075392 95, 331
TRXR1 150/150 0,092336 96,207
SRX1 100/100 0,094858 95,645
NRF2 150/150 0,058913 96,087
KEAP1 300/300 0,101843 98,695
PKCd 100/300 0,049087 103,585

4.11. Western blotting

Para o plasma e a lise das células vermelhas utilizou-se o seguinte tampdo:
EDTA (10mM), Trisma base (100mM), Pirofosfato de sédio (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 centriugadas a 5.000 rpm para separacdo do
plasma e remocdo do buffy coat. O preciptado de hemécias e o plasma foram
transferidos para diferentes tubos onde foi adicionado 0 mesmo volume de tampdo as
amostras. Estas amostras foram incubadas por 40 minutos em gelo, com agitagdo
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).

ApOs estabelecer a mesma concentracdo de proteinas totais para todas as
amostras (50pg), foram adicionados a elas tampao de Laemmli (LAEMMLI, 1970). As
proteinas foram separadas por SDS-PAGE em condi¢Ges desnaturantes e redutoras,
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio- Rad, Hercules, Califérnia, EUA)

por transferéncia submersa. A membrana foi bloqueada por 1hora com 5% p/v de leite



67

desnatado em TBS-T (50mM Tris, 150mM NacCl, pH=8, com 0,1% v/v de Tween 20).
Todos os anticorpos foram utilizados conforme orientagdo do fabricante. Anticorpos
primarios: Anti-PRDX2 mAb (diluicdo 1:5.000, Abnova #H00007001-M01); Anti-
PRDX6 mADb (diluicdo 1:5.000, Abnova #H00009588-M01); Anti-TRX1 mAb (diluicédo
1:2.500, Abnova #H00007295-M01); Anti-PRDX1 mAb (diluicdo 1:4.000, Cell
Signaling #8499); Anti-catalase mAb (diluicdo 1:5.000, Cell Signaling #12980); Anti-
GPX1 mAb (diluicéo 1:4.000, Abcam #ab22604) e Anti-SOD1 mAb (dilui¢do 1:5.000,
Abcam #ab16831); Anti-SRX1 policonal rabbit (diluicdo 1:2.500, Proteintech Group
Inc #14273-1-AP); Anti-TRXR1 mADb (diluicdo 1:2.000, AbFrontier Co #LF-PA0023);
Anti-GAPDH policonal rabbit (diluigdo 1:10.000, EMD Millipore #ABS16); anti-Prx-
SO3 policonal rabbit (diluicdo 1:2500, AbFrontier Co #LF-PA0004). Anticorpos
secundarios: Goat anti-rabbit 19gG conjugated HRP e Goat anti-mouse IgG conjugated
HRP (diluicdo 1:10.000, Biorbyt Ltd - Cambridge, Cambridgeshire, UK).

Apos incubacdo com anticorpo secundéario, a membrana foi lava lavada (TBS-T
por 4X de 5 min. cada) e incubada com um reagente de detecgédo da atividade da HRP
(Amersham™ ECL ™ Prime Western Blotting Detection Reagent - GE Healthcare ) por
quimioluminiscéncia de acordo com as instrucBes do fabricante. As bandas foram
visualizadas e fotografadas usando um aparelho fotodocumentador ChemiDoc (Bio-
Rad, Hercules, Califérnia, EUA). As analises quantitativas foram realizadas por

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

4.12. Andlise estatistica

Os dados sdo apresentados na forma de média com erro padrdo (£SEM; standard
error of mean) e foram comparados com teste t Mann Withney utilizando o GraphPad
Prism 6 (GraphPad Software, Inc.). Valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.


http://imagej.nih.gov/ij/
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para facilitar o entendimento, os resultados e a discussao foram separados em
dois capitulos, nos quais descrevemos os resultados encontrados para os pacientes beta
talassémicos e sua respectiva discussdo no capitulo 1 e para pacientes com anemia

falciforme no capitulo 2.

5.1. CAPITULO 1 - Analise de genes envolvidos no estado redox de reticuldcitos e

eritrécitos de pacientes beta talassémicos

5.1.1. Producéo de EROS é aumentada em diferentes tipos de células sanguineas de

pacientes beta talassémicos

Os niveis de EROS foram mensurados nos eritrocitos de pacientes com beta
talassemia intermediaria (BTI) e individuos sadios (Control). Adicionalmente,
avaliamos também os niveis destes compostos em neutrofilos e células mononucleares
do sangue periférico destes mesmos individuos. Os resultados obtidos mostraram
significativo aumento na producdo de EROS em todos os tipos celulares analisados
(figuralb).
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Figura 15. Analise producdo de EROS em células do sangue. A producdo de EROS foi
significativamente aumentada nos neutrdfilos, células vermelhas e mononucleares de pacientes com beta
talassemia intermediéaria (n=13) em relacdo ao grupo e individuos sadios (n=15). Os resultados sao
expressos de acordo com a intensidade média de fluorescéncia (MFI) emitida pelo conjunto de células
analisadas e sdo apresentados na forma de média com erro padrdo (xSEM). Significado estatistico:
(*p<0,05), (***p< 0,0001).
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5.1.2. Transcricdo das PRDXs 1, 2 e 6 e dos redutores de PRDXs 2- Cys ¢ alterada

em reticuldcitos de pacientes beta talassémicos intermediarios

Comprovado 0 aumento expressivo da geracdo de EROS, analisamos 0s niveis
transcricionais das PRDXs 1, 2 e 6 e dos redutores TRX1, TRXR1 e SRX1, em
reticuldcitos de individuos sadios (control) e com beta talassemia intermediéria (BTI).
Os resultados obtidos evidenciaram um significativo aumento nos niveis do RNAm da
PRDX1, TRX1 e SRX1, bem como a reducdo do RNAm da PRDX2, PRDX6 e TRXR1

em pacientes BTI quando comparados a individuos sadios (figura 16).
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Figura 16. Analise da expressdo génica das PRDXs 1, 2 e 6 e dos redutores PRDXs 2- Cys em
reticulécitos de beta talassémicos intermediarios e individuos sadios. A gPCR foi realizada utilizando
0s primers descritos na tabela 5. A expressdo relativa dos RNAm foi mensurada utilizando o gene de
referencia enddgena beta actina (BAC), exceto para TRXR1, onde utilizou-se HPRT1 (hypoxanthine
phosphoribosyltransferase 1) como referencia endégena. Control (n=16) e BTI (n=15). Os resultados sdo
apresentados na forma de média com erro padrdo (£SEM). Significado estatistico: (*p<0,05), (**p<

0,001), (***p< 0,0001), (****p< 0,00001).
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5.1.3. Niveis proteicos de PRDX1 sdo aumentados nos eritrocitos de beta

talassémicos intermediarios

O conteldo proteico das trés isoformas de PRDXs foram mensurados no lisado
celular de eritrécitos maduros de 10 pacientes e 8 individuos sadios no total. Em
concordancia com os niveis de RNAm, nossos dados mostraram um aumento
estatisticamente significativo da producdo proteica de PRDX1 (figura 17). Em
contrapartida, os niveis proteicos da PRDX2 e PRDX6 ndo apresentaram diferencas
estatisticas entre pacientes e controles (figura 17), apesar da reducdo observada nos
niveis de RNAm destas enzimas em reticuldcitos de talassémicos intermediarios (figura
16).
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Figura 17. Andlise dos niveis proteicos das PRDXs 1, 2 e 6 no lisado celular de eritrécitos de
pacientes beta talassémicos intermediérios e individuos sadios. 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 referencia enddgena o GAPDH. Control (1-4) e BTI (1-5). As
andlises quantitativas foram realizadas por densitometria usando o ImageJ Software. Os resultados sdo
apresentados na forma de média com erro padrdo (x SEM) e sdo representativos de duas membranas

independentes. Significado estatistico: (****p< 0,00001).
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5.1.4. Conteudo proteico de TRX1 é aumentado nos eritrocitos de beta

talassémicos intermediarios

Os niveis proteicos dos redutores 2-Cys PRDXs foram mensurados no lisado
celular de eritrécitos maduros de BTI (n=10) e individuos sadios (n=8). Nossos
resultados mostraram um aumento significativo na producgéo proteica da TRX1 (figura
4), corroborando os dados de expressdo génica (figura 16). A TRXR1 nédo apresentou
diferencas relevantes entre pacientes e controles (figura 18), apesar da reducdo
observada nos niveis de RNAm destas enzimas em BTI (figura 16). A SRX1 ndo
apresentou diferencas estatisticas entre 0s grupos, embora tenha mostrado niveis mais
elevados em BTI (~91%) (figura 18).
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Figura 18. Anélise dos niveis proteicos dos redutores PRDXs 2- Cys no lisado celular de eritrécitos
de pacientes beta talassémicos intermedidrios e individuos sadios. 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 referencia enddgena o GAPDH. Control (1-4) e BTI (1-5). As
andlises quantitativas foram realizadas por densitometria usando o ImageJ Software. Os resultados sdo
apresentados na forma de média com erro padrdo (x SEM) e sdo representativos de duas membranas

independentes. Significado estatistico: ***(p< 0,0001).
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5.1.5. Conteuido proteico das PRDXs 1 e 2 varia entre fenotipos da beta talassemia

Como descrito anteriormente, De Franceschi e colaboradores demonstraram um
aumento nos niveis de PRDX2 ao analisar culturas eritroides de beta talassémicos com a
mutacio CD39 (B°) (DE FRANCESCHI et al., 2011). Este mesmo grupo também
relatou que o aumento dessa enzima estava relacionado com a gravidade da doenga, ao
analisar dois modelos de camundongos beta talassémicos com gravidades distintas
(MATTE et al., 2010). Ainda neste trabalho, diferencas nos niveis de PRDX1 e
PRDX6 ndo foram observadas. Em contrapartida, nossas analises em beta talassémicos
intermediarios homozigotos para 1VS-1-6 (T—C) (B*), uma mutagio que de modo geral,
apresenta um feno6tipo mais brando, mostraram um aumento nos niveis proteicos de
PRDX1, ndo sendo observadas diferencas de contetdo proteico de PRDX2 e PRDX®,
quando comparada individuos sadios (figura 17). Visando uma melhor discussao de
nossos dados, comparamos 0s niveis proteicos destas PRDXs entre beta talassémicos
intermediarios (BTI) e beta talassémicos maiores (BTM). Foram analisados 10
pacientes BTI, todos homozigotos para IVS-1-6 (T—C) e 8 pacientes BTM, com a
seguintes mutagdes: IVS-1-6 (T — C) / IVS-I-5 (G — C) (3 individuos), IVS-I-6 (T —
C)/ IVS-1- 1 (G — A) (1 individuo), IVS-1- 1 (G — A) / IVS-1l- A — G) (1 individuo),
CD39 (C—T) (2 individuos) e 1 individuo ndo genotipado.

Visto que, PRDX1 e PRDX2 apresentam aproximadamente 91% de identidade
sequencial, utilizamos uma proteina humana recombinante para testar uma possivel
reacdo de ligacdo cruzada entre os anticorpos dessas proteinas, a qual nao foi observada
confirmando assim a especificidade dos mesmos (dados ndo mostrados).

Os resultados obtidos mostram niveis significativamente aumentados de PRDX1
em BTI quando comparados a individuos BTM, enquanto a PRDX2 mostrou-se mais
elevada em BTM. A PRDX6 ndo apresentou diferengas estatisticamente significativas

entre os grupos analisados (figura 19).
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Figura 19. Analise comparativa dos niveis proteicos das PRDXs 1, 2 e 6 entre beta talassémicos
intermediarios e maiores. 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
referencia endégena o GAPDH. BTI (1-5) e BTM (1-4). As andlises quantitativas foram realizadas por
densitometria usando o ImageJ Software. Os resultados sdo apresentados na forma de média com erro
padrdo (+ SEM) e sdo representativos de duas membranas independentes. Significado estatistico
(*p<0,05).

5.1.6. Eritrocitos de pacientes com BTM apresentam niveis mais elevados de

superoxidacao 2-Cys PRDXs, especialmente PRDX2

Os niveis proteicos de PRDX2 ndo foram afetados em pacientes com BTI e
individuos saudaveis. No entanto, altos niveis dessa proteina foram observados em
pacientes com BTM. Sabe-se que a cisteina no sitio ativo das 2-Cys PRDXs pode ser
superoxidada em SO,/SOs;, 0 que resulta na sua inativacdo catalitica. A forma
superoxidada destas enzimas pode ser detectada por andlises de Western blot que
reconhecem uma sequéncia especifica correspondente a SO,/SO3 no sitio catalitico das
2-Cys PRDXs. Uma vez que esta sequéncia € a mesma para PRDX1 e PRDX2 e 0 peso

molecular destas duas enzimas € muito semelhante, nao é possivel diferenciar as formas
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S0,/SO3 das PRDXs 1 e 2 por Western blot. No entanto, a PRDX2 é mais sensivel a
superoxidacdo e aproximadamente 80 vezes mais expressa em eritrécitos do que a
PRDX1 (LIM et al., 2008; CHO et al., 2010), portanto, as formas superoxidadas
detectadas por western blot correspondem em grande parte a PRDX2 (figura 20).

Para estas andlises, as células eritroides foram lisadas na presenca de N-etilmaleimida
(NEM) para evitar oxidagdes artificiais e usamos um anticorpo anti-Prdx-SOs3. Nossos
resultados mostraram que a superoxidacdo de 2-Cys PRDXs foi significativa maior em

pacientes com BTM (figura 20).
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Figura 20. Andlise dos niveis de superoxidacao das 2-Cys PRDXs em pacientes com beta talassemia
intermedidria e maior. Western blot representativo para o estado de superoxidagdo das 2-Cys PRDXs.
As células eritroides foram lisadas na presenca de 200 pM de Nethylmaleimide (NEM) para evitar
oxidacdo adicional da amostra. Os niveis de superoxidagdo foram mensurados utilizando-se 50ug de
extrato proteico total, as amostras foram separadas em SDS-PAGE redutor de 12% (p/v). A intensidade
das bandas foi mensurada usando GAPDH como controle enddgeno. Control (n=4; 1-4); BTI (n=5; 1-5);
BTM (n=5; 1-5). As andlises quantitativas foram realizadas por densitometria utilizando o ImageJ
Software. Os resultados sdo apresentados como média com erro padréo (+ SEM). Significado estatistico:
(*p<0,05).
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5.1.7. Expressdo génica de CAT, GPX1 e SOD1 é aumentada em beta talassémicos

intermediarios

Para as analises de expressdo génica foram utilizados reticulécitos de 15
pacientes com beta talassemia intermediaria (BTI) e de 16 doadores sadios (control). Os
resultados obtidos mostraram aumento nos niveis de RNAm de CAT, GPX1 e SOD1 em

pacientes BTl quando comparados ao grupo de individuos sadios (figura 21).
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Figura 21. Analise de expresséo génica da SOD1, CAT e GPX1 em individuos sadios e pacientes beta
talassémicos intermediarios. A gPCR foi realizada utilizando os primers descritos na tabela 5. A
expressao relativa dos RNAm foi mensurada utilizando o gene de referencia endégena beta actina (BAC).
Os resultados sdo apresentados na forma de média com erro padrdo (£ SEM). Significado estatistico:

(****p< 0,00001).

5.1.8. Contetdo proteico de SOD1 é maior em pacientes com beta talassemia

intermediéria

O conteldo proteico de CAT, GPX1 e SOD1 foi mensurado no lisado celular de
eritrocitos maduros de 10 pacientes com beta talassemia intermediaria e 8 individuos
sadios no total (figura 22). Apesar dos niveis significativamente elevados de RNAmM
(figura 21), CAT e GPX1 ndo apresentaram diferencas estatisticamente relevantes de
conteudo proteico entre os grupos analisados (figura 22). No caso da SOD1, os dados
proteicos refletem os altos niveis de RNAm observados, visto que, observamos um

significativo aumento em sua produgéo proteica nos pacientes analisados (figura 22).
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Figura 22. Andlise do conteddo proteico de CAT, GPX1 e SOD1. 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 referencia endégena o0 GAPDH. Control (1-4) e BTI (1-5). As
analises quantitativas foram realizadas por densitometria usando o ImageJ Software. Os resultados sdo
apresentados na forma de média com erro padrdo (£ SEM) e sdo representativos de duas membranas

independentes. Significado estatistico: (*p<0,05).

5.19. Complexo de regulacio antioxidante NRF2, KEAP1 e PKCo ¢

diferencialmente expresso em beta talassémicos intermediarios

A expressdo génica do complexo NRF2, KEAP1 e PKCo foi analisada em
reticuldcitos de pacientes BTI e comparada com individuos sadios (control). Os dados
obtidos mostraram um aumento na expressdo génica de NRF2 (aproximadamente 3
vezes) e KEAP1 (aproximadamente 2 vezes) nos reticulocitos do grupo BTI quando
comparado ao grupo controle (figura 23). JA& PKCd apresentou uma significativa

reducdo nos pacientes BTI (figura 23).
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Figura 23. Analise da expressdo génica de NRF2, KEAP1 e PKCd em reticulocitos de individuos
sadios e com beta talassemia intermediaria. A qPCR foi realizada utilizando os primers descritos na
tabela 5. A expressdo relativa dos RNAm foi mensurada utilizando o gene de referencia endogena beta
actina (BAC). Control (n=16) e BTI (n=15). Os resultados sdo apresentados na forma de média com erro
padrdo (£ SEM). Significado estatistico: (*p<0,05), (**p< 0,001), (***p< 0,0001).

5.1.10. Discussao

Diversos trabalhos ja relacionam a geracdo de EROS com a fisiopatologia da
beta talassemia. Corroborando esses relatos, nossos dados evidenciaram um
significativo aumento desses compostos ndo somente nos eritrocitos, mas também nas
celulas mononucleares e neutréfilos dos pacientes analisados. Com relagdo as células
mononucleares, o estresse oxidativo prejudica as funcdes fagociticas e desencadeia um
quadro de senescéncia prematura nos linfocitos T, que por sua vez prejudica a funcdo do
sistema inume (GHATREH-SAMANI et al., 2016). No que se refere aos neutrdfilos,
estes exercem sua atividade antibacteriana por meio da producdo de EROS gerados
através do burst respiratério. Entretanto, um estudo realizado por Amer e Fibach,
demonstrou que neutréfilos talassémicos submetidos ao estresse crénico apresentam
uma reducdo na capacidade de provocar o burst respiratério, ocasionando o
comprometimento de sua fungdo antibacteriana (AMER e FIBACH, 2005). O
comprometimento da fungdo das células mononucleares e dos neutrofilos ocasionado
pelo estresse oxidativo pode estar intimamente relacionado com a maior
susceptibilidade a infeccbes recorrentes que frequentemente é observada em beta
talassémicos. Nos eritrocitos, como ja descrito com maiores detalhes anteriormente, o
estresse oxidativo tem sido implicado na eritropoese ineficaz, resultando na produgéo
extremamente baixa de glébulos vermelhos maduros, 0s quais por sua vez, terdo uma
curta sobrevida na circulacdo em virtude dos iniUmeros danos oxidativos acumulados.

Adicionalmente, a hemdlise dos eritrocitos na circulagdo promove danos adicionais a



78

outras células, visto que os eritrdcitos séo células circulantes que tem acesso a todos 0s
tecidos do corpo (VOSKOU et al., 2015).

Portanto, a atuacdo do sistema de defesa antioxidante enzimatico é de vital
importancia na manutencdo dos eritrocitos, o que coloca as peroxirredoxinas em
destaque por sua abundancia e reatividade com os niveis de EROs aumentados
(MEISSNER, U. et al., 2007; YANG et al., 2007; STACEY et al., 2009). Neste
trabalho, mostramos que os niveis de PRDX1 sdo maiores em pacientes BTI quando
comparados a individuos sadios e BTM. A importancia desta PRDX para a
sobrevivéncia dos eritrocitos foi demonstrada por Neumann e colegas que ao
diminuirem a expressdo dessa enzima em camundongos observaram que estes
apresentavam reduzida expectativa de vida, bem como grave anemia hemolitica
(NEUMANN et al., 2003). Assim, especulamos que o aumento de PRDX1 pode
contribuir com a PRDX2 na eliminacdo de H,O, com consequente diminui¢do de
efeitos deletérios causados por este composto nos eritrocitos de pacientes com BTI.

Ainda no que se refere & PRDX1, estudos anteriores demonstraram em
diferentes tipos celulares que paralelamente a sua atividade de peroxidase, esta enzima,
assim como seu redutor fisiolégico TRX1, possuem fungbes anti-apoptoticas no
citoplasma através da interacdo direto ou indireta com importantes reguladores
apoptoticos induzidos pelo estresse oxidativo, como ASK1, JNK e p66"™ (SAITOH et
al., 1998; KIM, KIM, LEE, 2008; GERTZ et al., 2009). Nossos resultados também
evidenciaram niveis significativamente elevados de TRX1 em BTI, indicando que o
aumento dessas duas proteinas pode representar um mecanismo adicional de protecéo
celular na defesa contra a morte celular induzida pelo estresse oxidativo, detalhes dessa
interacdo sdo esquematizados e descritos na figura 24. A expressdo diferencial
encontrada para PRDX1 entre BTl e BTM, possivelmente age como um modulador
fenotipico da gravidade da doenga, porém sao necessarios estudos complementares para

estabelecer melhor essa relagéo.
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Figura 24. PRDX1 e TRX1 na supressao da via apoptotica ASK1, JNK e p66shc. Em condicdes
fisioldgicas, a PRDX1 suprime a sinalizagdo de ASK1- JNK, mantendo sob controle os niveis de H,0,
uma vez que ASK1 permanece associada ao seu inibidor fisioldgico, a TRX1. Entretanto, em condicGes
de estresse oxidativo a TRX1 é substituida pela PRDX1 em sua forma oxidada para continuar a suprimir a
ativacdo de ASK1. Trabalhos anteriores demonstraram que a superexpressdo de PRDX1 inibe
significativamente a fosforilagdo/ativacdo de ASK1 por H,0,. Além disso, esta enzima também suprime a
ativacdo de JNK, cuja ativacdo induzida por varios tipos de estresses, através de uma interagdo indireta
mediada pela glutationa-S-transferase pi (GSTpi). Adicionalmente, a PRDXle a TRX1 foram
identificadas como um dos moduladores negativos da ativagdo de p66°™, o qual tem papel central na
apoptose induzida por estresse oxidativo através da indugdo do colapso respiratorio e ruptura
mitocondrial. Os elevados niveis de PRDX1 e TRX1 observados em nosso trabalho indicam um possivel
mecanismo celular para manter essa via inativada, aumentando assim a sobrevida da célula e
consequentemente reduzir os impactos da eritropoeise ineficaz mediada por EROS (figura adaptada de
ISHII; WARABI; YANAGAWA, 2012).

Em relacdo a PRDX2, seu papel na manutencdo dos eritrcitos foi descrito em
um estudo no qual se observou a presenca de altos niveis de EROS, aumento da
formacéo de corpos de Heinz e anemia hemolitica grave em camundongos Prdx2 /",
Assim, é provavel que o equilibrio redox regulado pela PRDX2 nos eritrocitos esteja
intimamente associado a doencas hematoldgicas, como a redugdo da vida atil dessas
células e a instabilidade da hemoglobina (LEE et al., 2003). Nossos resultados
apontaram niveis reduzidos do RNAm desta enzima em reticulocitos de pacientes BTI,

porém nao foram observadas diferencas a nivel proteico, estes achados podem indicar
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que nesses pacientes o pico de producdo de PRDX2 ocorreu em fases anteriores do
desenvolvimento eritrdide ou a existéncia de processos pos-transcricionais ainda nao
elucidados.

Ja em BTM, os niveis de PRDX2 se mostraram bastante aumentados quando
comparados a pacientes BTI e também em individuos saudaveis. Contudo, apesar desse
aumento, a superoxidagdo das cisteinas a &cido sulfénico (SOs) no sitio catalitico dessas
enzimas também é maior nesses pacientes. Estudos anteriores demonstraram que a
oxidacdo e a superoxidacdo das PRDXs podem ser importantes para cascatas de
sinalizacdo e também para disponibilizar a TRX1 na forma reduzida para possibilitar a
ativacdo de vias de reparo com o objetivo de promover a sobrevida celular (DAY et al.,
2012; VEAL et al., 2017; STOCKER et al., 2018). Uma vez que a producdo de EROS
em pacientes com BTM ¢é bastante acentuada, a superoxidacdo da PRDX2 pode estar
envolvida na tentativa de manter a atividade de TRX1 para auxiliar na sobrevivéncia
celular sob condigdes de estresse oxidativo, como ja descrito em células de levedura
(DAY et al., 2012). No entanto, uma vez que a geracdo de EROS esta continuamente
aumentada nessas células, esse mecanismo pode ndo funcionar adequadamente. Em
contraste, em células BTI, o aumento de PRDX1 e SRX1 poderia contribuir com a
desintoxicacdo de EROS e com a prevencdo de elevados niveis de superoxidacdo da
PRDX2, respectivamente, prolongando o tempo de vida util dos eritrocitos.

Embora a PRDX6 e a TRXR1 tenham apresentado niveis de RNAm reduzidos
em pacientes BTI, ndo foram observadas diferencas de seu conteudo proteico nesses
pacientes, indicando que a producdo dessas proteinas pode ter ocorrido nos estagios
iniciais do desenvolvimento eritroide na medula Ossea. Analises comparativas
utilizando o método de cultura de células CD34" de individuos sadios e pacientes BTI
podem fornecer um perfil mais preciso sobre os estagios nos quais ocorre o pico de
producéo dessas enzimas em pacientes talassémicos.

No que concerne aos demais antioxidantes presentes nos eritrocitos, a SOD1 é
uma das mais importantes enzimas devido a sua capacidade de decompor anion
superdxido. Estudos anteriores demonstraram que camundongos deficientes de SOD1
apresentavam, dentre outras alteracGes, grave anemia hemolitica, evidenciando a
importancia dessa enzima na manutencdo e sobrevida das células eritrocitarias (IUCHI
et al., 2007; STARZYNSKI et al., 2009; ITUCHI, 2012). Em nosso trabalho observamos
0 aumento da expressdo génica e do conteldo proteico dessa em enzima em pacientes

BTI quando comparados a controles sadios, indicando a agdo de um mecanismo celular
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protetor contra os altos niveis de anion superéxido gerados nestas células devido a
maior instabilidade da hemoglobina.

Com relagdo a GPX1, apesar dos elevados niveis de RNAmM encontrados nos
reticulocitos de BTI, observamos apenas 38% de aumento proteico efetivo nos
eritrocitos maduros destes pacientes. Uma caracteristica dessa enzima € sua
susceptibilidade a inativacdo oxidativa irreversivel durante o processo catalitico, que
culmina em sua remocao por proteases responsaveis por degradar proteinas oxidadas
nos eritrocitos (IUCHI, 2012). Tendo em vista os altos niveis de EROS que observamos
em nossos pacientes, hipotetizamos que parte da GPX1 produzida pode estar sendo
degrada devido a esse processo e por isso o0s altos niveis de RNAmM que observamos
para esta enzima ndo refletiriam os niveis proteicos.

Outra importante enzima responsavel pela defesa dos eritrocitos é a catalase, que
se destaca pela atuacdo eficiente em altas concentracBes de H,O,. Nossas analises
indicaram um amento na expressdao génica desta enzima em beta talassémicos
intermediarios, porém, por razdes ainda nao elucidadas, o contetido proteico observado
nesses pacientes ndo reflete os altos niveis de RNAm observados.

Estudos anteriores mostraram que as PRDXs e outras enzimas antioxidantes
podem ser reguladas pelo sistema NRF2/KEAP1/PKCs em diferentes tipos de células
(KOBAYASHI e YAMAMOTO, 2005; JONSSON e LOWTHER, 2007; OSBURN e
KENSLER, 2008; SINGH et al., 2010; THAMSEN et al., 2011; SATOH et al., 2011;
Ma, 2013; PARK et al., 2014). Nossos dados apontaram um aumento na expressao do
complexo NRF2/KEAP1 em pacientes BTIl. Embora os dois genes tenham mostrado
niveis de expressao maiores quando comparados a individuos sadios, este aumento foi
mais acentuado em NRF2 (~3fold change) do que em KEAP1 (~2fold change). Tais
achados podem indicar a participacdo de NRF2 na regulacdo positiva da expressdo
génica dos antioxidantes que apresentaram niveis aumentados de RNAm neste trabalho.
Apesar de PKCo ter mostrado reduzida expressdo em reticulocitos de pacientes BTI, em
outro trabalho de nosso grupo observamos um aumento de sua expressao no 7° dia da
cultura de células CD34" de BTI (dados ndo mostrados), portanto, ndo descartamos a
sua participagdo como importante componente do sistema NRF2/KEAP1, contudo, a
investigacdo de outras quinases capazes de fosforilar NRF2 pode fornecer informages
adicionais sobre o funcionamento desse sistema em eritrocitos beta talassémicos.

Em geral, nossos resultados descrevem pela primeira vez um amplo panorama

sobre o estado redox das células eritrdides de pacientes BTI, bem como coloca as
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PRDXs como alvos interessantes para uma melhor compreensdo da doenca e suas

variacdes fenotipicas.



Mean fluorescent intensity (MFI)
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5.2. CAPITULO 2 - Analise de genes envolvidos no estado redox de reticuldcitos e

eritrécitos de pacientes com anemia falciforme

5.2.1. Niveis de EROS sdo aumentados em eritrécitos, células mononucleares e

neutrofilos de individuos com anemia falciforme

A producdo de EROS foi analisada nos eritrocitos, os quais sdo o alvo deste
estudo por serem as principais células acometidas pela anemia falciforme (SCD- Sickle
Cell Disease), e também nos neutrdfilos e células mononucleares, as quais também
estdo envolvidas nos processos de vaso-oclusao e inflamacédo crénica. As analises foram
realizadas no sangue periférico de pacientes (SCD) e individuos sadios (control). Os
dados obtidos mostraram significativo aumento na producdo de EROS nos trés tipos

celulares analisados (figura 25).
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Figura 25. Determinacdo dos niveis de EROS em células do sangue periférico de pacientes com
anemia falciforme e individuos sadios. A producdo de EROS foi significativamente aumentada nos
neutrofilos, células eritroides e mononucleares de pacientes com anemia falciforme (SCD) (n=12) em
relagdo ao grupo e individuos sadios (n=15). Os resultados sdo expressos de acordo com a intensidade
média de fluorescéncia (MFI) emitida pelo conjunto de células analisadas e sdo apresentados na forma de

média com erro padrédo (= SEM). Significado estatistico: (*p<0,05).

5.2.2. Conteudo proteico de PRDX2 € reduzido nos eritrécitos de pacientes com

anemia falciforme

As analises de expressdo génica das PRDXs 1, 2 e 6 foram realizadas nos
reticulocitos de 30 individuos com anemia falciforme (SCD) e de 27 doadores sadios

(control). N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre 0s
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grupos analisados (figura 26A). Adicionalmente, realizamos estas analises separando 0s
pacientes em grupos tratados e ndo tratados com hidroxiuréia, bem como pelas
patologias associadas que estes pacientes apresentavam, como os resultados ndo se
alteraram para nenhuma das PRDXs analisadas (dados ndo mostrados), optamos por
manter 0s pacientes em um Unico grupo. Apesar de nao terem sido observadas
diferencas estatisticas a nivel transcricional, mensuramos o conteido proteico destas
trés enzimas no lisado celular de eritrocitos maduros de 10 pacientes (SCD) e 8
individuos sadios (control) no total (figura 26B). Nossos dados apontaram uma
significativa reducdo nos niveis proteicos de PRDX2 nos pacientes com anemia

falciforme quando comparados ao grupo controle (figura 26B).
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Figura 26. Analise de expresséo génica e contetido proteico das PRDXs 1, 2 e 6 em individuos sadios
e com anemia falciforme. (A) A gPCR foi realizada utilizando os primers descritos na tabela 5. A
expressdo relativa dos RNAm foi mensurada utilizando o gene de referencia enddgena BAC. Os
resultados séo apresentados na forma de média com erro padréo (+ SEM). (B) Para as analises de western
blot 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 referencia endégena o GAPDH.
Control (1-4) e SCD (1-5). As analises quantitativas foram realizadas por densitometria usando o ImageJ
Software. Os resultados sdo apresentados na forma de média com erro padrdo (£ SEM) e sédo

representativos de duas membranas independentes. Significado estatistico: (****p< 0,00001).
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5.2.3. Redutores 2-Cys PRDXs ndo apresentam diferencas de expressao génica e

contetido proteico entre pacientes com anemia falciforme e individuos sadios

A expressao génica de TRX1/TRXR1/SRX1, foi avaliada nos reticuldcitos de 20
individuos sadios (control) e 26 pacientes falciormes (SCD). N&o foram encontradas
diferengas estatisticas entre os grupos (figura 27A). Os individuos falciformes foram
analisados separadamente em grupos tratados e ndo tratados com hidroxiuréia, os
resultados se mantiveram inalterados (dados ndo mostrados), portanto foram mantidos
como um unico grupo. Os niveis proteicos destas enzimas foram analisados no lisado de
eritrocitos de 10 pacientes e 8 individuos sadios no total. Ndo foram observadas

diferencas estatisticas na analise comparativa entre os grupos (figura 27B).
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Figura 27. Analise de expressdo génica e contetdo proteico dos redutores 2-Cys PRDXs em
individuos sadios e com anemia falciforme. (A) A qPCR foi realizada utilizando os primers descritos na
tabela 5. A expresséo relativa dos RNAm foi mensurada utilizando o gene de referencia endégena BAC,
exceto para TRXR1, onde utilizou-se HPRT1 como referencia endégena. Os resultados sdo apresentados
na forma de média com erro padrdo (+ SEM). (B) Para as analises de western blot 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 referencia endégena 0 GAPDH. Control (1-4) e
SCD (1-5). As analises quantitativas foram realizadas por densitometria usando o ImageJ Software. Os
resultados sdo apresentados na forma de média com erro padrdo (xSEM) e sdo representativos de duas

membranas independentes.
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5.2.4. PRDX1 e PRDX2 sdo aumentadas no plasma de pacientes SCD

Como ja descrito, diversos estudos relacionaram a presencas das PRDXs 1 e 2
no meio extracelular com a modulacdo do processo inflamatorio, visto que a anemia
falciforme se caracteriza por um quadro de inflamagdo cronica, avaliamos os niveis
destas duas enzimas no plasma de pacientes (SCD) e comparamos com individuos
sadios (control). Foram analisados 6 pacientes e 3 controles. Nossos resultados
mostraram a presenca de PRDX1 apenas no plasma dos pacientes e niveis muito

elevados de PRDX2 também nos pacientes quando comparados a individuos sadios

(figura 28A).
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Figura 28. Andlise dos niveis de PRDX1 e PRDX2 no plasma de individuos sadios e com anemia
falciforme. (A) Para as analises de western blot foram selecionadas amostras de plasma livre de
hemolise, estas amostras foram separadas em SDS-PAGE redutor de 12% (p/v) usando 50pg de proteina
total de cada amostra. (B) Como normalizador do experimento de western blot foi utilizado um gel corado
com coomassie blue. Control (1-3) e SCD (1-6). As analises quantitativas foram realizadas por
densitometria usando o ImageJ Software. Os resultados sdo apresentados na forma de média com erro

padrdo (+SEM). Significado estatistico: (*p<0,05).
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5.2.5. Niveis de RNAmM de catalase sdo aumentados nos reticulécitos de pacientes

com anemia falciorme

Adicionalmente, avaliamos os niveis de RNAm e de proteinas dos demais
antioxidantes enzimaticos presentes nos eritrocitos: SOD1, GPX1 e CAT. As analises
de expressdo génica foram realizadas nos reticulocitos de 27 pacientes com anemia
falciforme (SCD) e de 20 individuos sadios (control) (figura 29A). Nossos dados
apontaram um aumento significativo nos niveis de RNAm para CAT nos pacientes
falciformes analisados (figura 29A). SOD1 e GPX1 ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas (figura 29A). Assim como nas andlises anteriores, 0s
pacientes com anemia falciforme foram analisados separadamente em grupos tratados e
ndo tratados com hidroxiuréia e de acordo com patologias associadas que estes
pacientes apresentavam, novamente os resultados se mantiveram inalterados (dados nao
mostrados), sendo assim, os pacientes falciormes foram agrupados em um grupo Unico
para analise (figura 29A). Também mensuramos o conteido proteico destas 3 enzimas
no lisado de eritrdcitos de 10 pacientes e 8 individuos sadios no total (figura 29B). Nao
foram observadas diferencas significativas entre os grupos para nenhuma das proteinas

analisadas (figura 29B).
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individuos sadios e pacientes com anemia falciforme. (A) A gPCR foi realizada utilizando os primers
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descritos na tabela 5. A expressdo relativa dos RNAm foi mensurada utilizando o gene de referencia
enddgena BAC. Os resultados sédo apresentados na forma de média com erro padrdo (xSEM). (B) Para as
analises de western blot 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 referencia
endogena 0 GAPDH. Control (1-4) e SCD (1-5). As analises quantitativas foram realizadas por
densitometria usando o ImageJ Software. Os resultados sdo apresentados na forma de média com erro
padrdo (+SEM) e sdo representativos de duas membranas independentes. Significado estatistico: (***p<
0,0001).

5.2.6. Niveis de RNAmM de NRF2, KEAPI e PKCo sao reduzidos em reticulécitos de

pacientes com anemia falciforme

Embora a célula eritréide madura ndo possua nucleo e, portanto ndo tem
capacidade de sintese proteica, relatos na literatura indicam que os niveis de estresse
oxidativos nesta patologia encontram-se elevados desde o desenvolvimento eritréide na
medula Ossea. Sendo assim, analisamos a expressdo g@énica do complexo
NRF2/KEAP1/PKCo nos reticuldcitos de individuos sadios e pacientes falciformes.
Foram analisados 15 pacientes e 15 individuos controle (figura 16). Os dados obtidos
apontaram significativa reducdo nos niveis de RNAmM para todo o complexo
NRF2/KEAP1/PKCo em pacientes com anemia falciforme quando comparados a

individuos sadios (figura 30).
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Figura 30. Analise da expressdo génica do complexo NRF2/KEAP1/PKC§, regulador da transcrigiio
de enzimas antioxidantes. A qPCR foi realizada utilizando os primers descritos na tabela 5. A expresséo
relativa dos RNAm foi mensurada utilizando o gene de referencia endégena beta actina (BAC). Os
resultados sdo apresentados na forma de média com erro padrdo (+ SEM). Significado estatistico:

(*p<0,05), (***p< 0,0001), (****p< 0,00001).
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5.2.7. Discussao

Como ja descrito anteriormente, as EROs podem causar profundas lesdes nos
eritrocitos, diminuindo seu periodo de vida util, especialmente em pacientes com
anemia falciforme. Conforme o esperado, nossos resultados mostraram um expressivo
aumento nos niveis desses compostos nos glébulos vermelhos de individuos acometidos
por essa patologia. Estas células estdo constantemente sob estresse oxidativo e, por isso,
liberam grandes quantidades de produtos relacionados a degradacdo da HbS como os
complexos Fe** e Fe®, os quais atacam a membrana do eritrocito, catalisando a
destruicdo de hidroperoxidos lipidicos e formando os radicais alcoxil e peroxil
(BECKER et al., 2004). A formacdo destes radicais agrava as lesdes em virtude dos
sucessivos ciclos de peroxidacdo lipidica, levando a liberacdo de aldeidos altamente
citotoxicos como o malondialdeido (MAD) e alquenos como o 4-hidroxi-2-nonenal (4-
ANE) (DAILLY et al., 1998; CESQUINI et al., 2003). Além disso, estima-se que 0s
eritrocitos falcizados geram, aproximadamente, duas vezes mais anion superéxido,
peréxido de hidrogénio, radicais hidroxila e produtos de oxidacdo de lipidios em
comparagdo com o0s eritrécitos contendo HbA (HEBBEL et al., 1982; ASLAN;
THORNLEY-BROWN; FREEMAN, 2000).

O estresse oxidativo também afeta outros tipos de células sanguineas na anemia
falciforme, tais como os neutrofilos (AMER et al., 2005). Nossos dados evidenciaram
niveis significativamente aumentados de EROS neste tipo celular nos pacientes
analisados. Uma das principais fontes desses produtos nessas células € o complexo
enzimatico NADPH oxidase, responsavel pela geracdo de anion superoxido, que €
posteriormente convertido em outros agentes oxidantes, como por exemplo, 0 peréxido
de hidrogénio (BOUEIZ e HASSOUN, 2009). Interessantemente, esse complexo pode
ser regulado por citocinas inflamatérias como TGF-B1 e endotelina-1, que sao
encontradas em altos niveis em pacientes com anemia falciforme e também séo ativadas
por EROS. Dessa forma, este sistema regulatério gera um ciclo vicioso entre a produgao
de espécies reativas e o processo inflamatorio cronico (VOSKOU et al., 2015).

Além dos eritrocitos e dos neutrdfilos, as células mononucleares também
contribuem para a fisiopatologia da doenca. Assim como os neutrofilos, os monaocitos e
linfocitos falciformes expressam maior nimero de moléculas de adesdo endotelial,
contribuindo para o agravamento da vaso-oclusdo e também do processo inflamatério

(ZENNADI et al., 2008). Em adicdo a esse quadro, nossos resultados apontaram a
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presenca de altos niveis de EROS nas células mononucleares de pacientes falciformes
quando comparadas a individuos sadios. Os linfdcitos sdo bastante sensiveis ao estado
redox celular (DROGE, 2002) e niveis elevados de EROS podem contribuir para o
aumento da proliferacdo celular, danos cumulativos ao DNA e apoptose, culminando
em um quadro de senescéncia replicativa precoce nessas células (JANG e SHARKIS,
2007; BEERMAN et al., 2014). O estresse oxidativo e a inflamacéo cronica tem sido
associados a perda acelerada dos teldmeros e consequentemente a perda prematura da
capacidade de auto-renovacédo celular (CORREIA-MELDO et al., 2014; KORDINAS et
al., 2016) , sendo a anemia falciforme uma patologia na qual estes dois fatores estdo
presentes, podemos supor que esta também seja afetada pela senescéncia replicativa.

Como forma de avaliar uma possivel resposta do sistema antioxidante ao
aumento dessas EROS, analisamos o0s niveis de producdo de algumas enzimas
envolvidas na eliminacdo desses compostos, com énfase para as PRDXs. De modo
geral, estas andlises foram focadas nos eritrocitos, uma vez que estas sdo as principais
celulas acometidas pela doenga.

Embora ndo tenham sido observadas diferencas a nivel transcricional para
nenhuma das trés isoformas de peroxirredoxinas analisadas, a PRDX2 apresentou uma
significativa reducdo proteica em pacientes falciformes. Esta enzima € considerada um
importante citoprotetor eritrocitario e sua deficiéncia em camundongos ja foi associada
a um quadro de anemia hemolitica grave, com aumento na producdo de EROS e de
corpos de heinz (LEE et al., 2003). Adicionalmente, Han e colaboradores demonstraram
que a PRDX2 em sua forma decamérica é capaz de interagir com a hemoglobina
protegendo-a da desnaturacdo e da agregacao induzidas pelo dano oxidativo e que esta
interacdo encontra-se bastante prejudicada nas hemécias de pacientes com anemia
falciforme, resultando no aumento significativo da agregacdo da hemoglobina por
ataque de EROs (HAN et al., 2012). Estas informacdes somadas aos nossos dados
sugerem que a reducdo de PRDX2 na anemia falciforme resulta em uma maior
vulnerabilidade celular e tem um impacto direto na reducéo da sobrevida dos eritrocitos
na circulagéo e no agravo das manifestagOes da doenca.

Com relagdo a discrepancia entre os niveis de RNAm e o conteudo proteico de
PRDX2 observado em pacientes falciformes propomos algumas hipdteses,
primeiramente podemos supor que hajam mecanismos de regulacdo pos transcricionais
limitando a traducdo do RNAmM dessa enzima, culminando na reducdo da producéo

proteica observada. Além dessa possibilidade, um estudo realizado com o uso de uma
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linhagem de células de cancer de mama invasivo (MDA-MB-231), a qual foi exposta a
altas concentragdes de H,0O,, demonstrou que apds ser superoxidada por este composto,
a PRDX2 sofre modificagdes conformacionais que expdem um sitio de ubiquitina¢do
em sua regido C-terminal, uma lisina na posicdo 191. Apos sua ubiquitinacdo, a PRDX2
é rapidamente degradada pelo proteassoma (figura 31) (SONG et al., 2016). Em adicéo
a isso, Cho e colaboradores relataram haver um aumento nos niveis de PRDX2
superoxidada em eritrocitos falciormes quando comparados aos de individuos sadios
(CHO et al.,, 2010). Assim, com base nas informacdes descritas associadas a alta
producdo de EROS que demonstramos nos pacientes analisados, € razoavel supor que
elevadas quantidades de PRDX2 superoxidada estejam sendo geradas e degradas pelo
processo anteriormente descrito (figura 31), gerando assim o déficit proteico que

observamos embora a transcri¢do esteja preservada nesses individuos.
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Figura 31. Mecanismo proposto para a superoxidacdo e degradacdo da PRDX2 pelo proteassoma.
A exposicdo da PRDX2 a altas concentracGes de agentes oxidantes pode resultar na superoxidacao de sua
cisteina a acido sulfénico (CP-SOsH), culminando em sua inativacdo catalitica e posterior degradacédo
proteassomal (Figura adaptada de SONG et al., 2016).

Entretanto, as funcbes das PRDXs ndo se limitam apenas a sua atividade
antioxidante. A presenca dessas enzimas ja foi descrita em diferentes fluidos corporais
como o plasma, por exemplo, indicando que as PRDXs também desempenham funcgdes
bioldgicas no meio extracelular (ISHII; WARABI; YANAGAWA, 2012). Como
descrito anteriormente em maiores detalhes, estudos recentes demonstraram que apés 0

estimulo de citocinas como TNFa, TGF-B1 e IL-1, as PRDXs 1 e 2 podem ser
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secretadas, por vias ndo classicas, para 0 meio extracelular (figura 32) (KNOOPS et al.,
2016). Uma vez no meio extracelular essas enzimas desempenham papeis na modulagéo
do processo inflamatério, estimulando a liberacdo de mais citocinas pelos macréfagos
(KNOOPS et al., 2016). Esse processo € mediado pela ligacdo dessas enzimas ao
receptor de superficie celular TLR4 (toll-like receptor 4), o que desencadeia a ativacao
de NF-Kappa-B e outras vias de sinalizagdo que induzem a producdo de diversas
citocinas envolvidas no reparo, imunidade e na inflamacéo (figura 32) (RIDDELL et al.,
2010; ISHII; WARABI; YANAGAWA, 2012). A resposta inflamatoria € um
importante componente da resposta imune e também esta associada a fisiopatologia de
diversas doengas como a anemia falciforme. Em nossos dados observamos a presenca
de PRDX1 apenas no plasma dos pacientes e niveis muito elevados de PRDX2 também
nos pacientes quando comparados a individuos sadios. Nesse sentido, as PRDXs 1 e 2
poderiam estar atuando de duas formas na anemia falciforme, como citoprotetoras no
meio intracelular combatendo as EROS e como moduladoras do processo inflamatério

no meio extracelular.
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Figura 32. Representacdo esquematica da secrecdo das PRDXs 1 e 2 sua atuagdo no meio
extracelular. Detalhes sdo apresentados no texto (figura adaptada de ISHII; WARABI; YANAGAWA,
2012).
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Adicionalmente, também analisamos os niveis de producdo génica e proteica das
demais enzimas antioxidantes presentes nos eritrocitos: SOD1, GPX1 e CAT. N0ssos
resultados apontaram um significativo aumento nos niveis de RNAm da CAT em
pacientes falciformes. A expressdo da catalase € regulada a nivel transcricional por
fatores como NRF2, Spl (Specificity protein 1), NF-Y (Nuclear Factor Y) e FoxO3a
(forkhead box O3A protein) (GLORIEUX et al., 2015). Uma vez que nossos dados
mostraram niveis reduzidos de NRF2 podemos considerar a atuacdo dos demais fatores
de transcricdo como responsaveis pelo aumento na transcri¢do desse antioxidante. Nesse
sentido, FoxO3a se mostra uma opc¢do interessante devido a sua capacidade de
responder ao estresse oxidativo por meio da ativacdo de genes que codificam proteinas
antioxidantes e de reparo ao DNA (KOPS et al., 2002; TRAN et al., 2002), além de
desempenhar um importante papel na maturacdo normal das células eritoides
(MARINKOVIC et al., 2007).

Contudo, os elevados niveis de RNAm da catalase nao se refletem em producéo
proteica. Esses dados sugerem o envolvimento de fatores que limitam a traducdo do
RNAm. ModificacBes pos-transcricionais como a ligacdo de microRNAs a regido
3’'UTR do RNAmM da catalase e alteracbes em polirribossomos ja foram descritas em
outros tipos celulares como limitantes da sintese proteica da catalase (GLORIEUX et
al., 2015) e poderiam ser alvo de investigacfes futuras nos eritrocitos falciformes.

Neste estudo também avaliamos os niveis de RNAmM do complexo
NRF2/KEAP1/PKCS, conhecido por regular a expressdo génica das enzimas
antioxidantes aqui descritas e nossos resultados mostraram redugdo na expressdo de
todos os genes do complexo nos pacientes falciformes. Esses achados corroboram os
dados obtidos por Sangokoya e colaboradores que demonstraram que a presenca dos
elevados niveis de miR-144 em pacientes falciformes estd diretamente associada a
reducdo de NRF2 nos reticuldcitos desses pacientes e com a diminuigdo da capacidade
antioxidante nos eritrocitos, contribuindo para a reducdo da tolerancia ao estresse
oxidativo, hemdlise e agravamento da anemia nestes individuos (SANGOKOYA;
TELEN; CHI, 2010). No que se refere a KEAP1 e PKCd temos como hipdtese que a
reducdo de ambas pode estar ocorrendo como reflexo a redugdo de NRF2, porém para
que essa relacdo seja estabelecida sdo necessarios estudos complementares. Em
conjunto, nossos dados apresentam uma visdo abrangente sobre o estado redox dos

eritrocitos de pacientes falciformes e fornecem novos alvos de estudo.
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6. CONCLUSAO

Com relacéo a beta talassemia
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Figura 33. Representacdo esquematica das conclusdes obtidas com relagdo a beta talassemia. Em
nosso estudo concluimos que a PRDX1 apresenta elevados niveis de producdo em BTI quando
comparados a individuos sadios e BTM, sendo que a expressdo diferencial desta enzima entre BTl e BTM
pode agir como um modulador fenotipico da doenca. A PRDX2 mostrou elevado conteldo proteico em
individuos BTM quando comparados a BTI, entretanto, 0s niveis de superoxidagdo dessa enzima que
resultam em sua inativagdo catalitica também sdo maiores nos pacientes BTM. J4 em BTI o0 aumento de
PRDX1 pode funcionar como um mecanismo auxiliar evitando a superoxidacdo da PRDX2. Ao se
comparar individuos sadios e BTl observamos uma redu¢do de PRDX6 e TRXR1 apenas em nivel
transcricional, sugerindo que nestes pacientes o pico de producdo dessas enzimas ocorreu em fases
anteriores do desenvolvimento eritréide. Estudos complementares podem auxiliar na elucidacdo dessa
questdo. Os demais antioxidantes SOD1, CAT e GPX1 apresentaram niveis elevados na producdo de
RNAmM nos pacientes BTI analisados, contudo, estes se refletiram em contetdo proteico elevado apenas
para SOD1, sugerindo o envolvimento de mecanismos regulatérios adicionais para as outras duas
enzimas. A producdo aumentada de RNAm para NRF2 em pacientes BTI sugere o envolvimento desse
fator de transcricdo na regulacdo positiva da expressdo génica de alguns dos antioxidantes analisados

nesse trabalho.
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Com relacéo a anemia falciforme
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Figura 34. Representacao esquemaética das conclusdes obtidas com relagdo a anemia falciforme. Em
nosso estudo observamos uma significativa reducdo no conteido proteico da PRDX2 nos eritrécitos de
pacientes com anemia falciformes quando comparados a individuos sadios, indicando uma maior
vulnerabilidade dessas células ao ataque das EROS, hemdlise e reducdo de sua sobrevida na circulacdo.
Apesar dessa reducdo proteica ndo foram observadas diferengas nos niveis de RNAm desta enzima entre
0s grupos analisados, indicando a existéncia de mecanismos pds-transcricionais ou pds-traducionais
envolvidos na regulagdo da expressdo dessa peroxirredoxina. No meio extracelular nossos dados
mostraram quantidades maiores de PRDX1 e 2 no plasma dos pacientes falciformes em comparagdo com
individuos sadios, sugerindo que nesses pacientes estas enzimas podem estar desempenhando um duplo
papel, atuando como citoprotetoras no meio intracelular e moduladoras do processo inflamatdrio no meio
extracelular. Com relagdo a CAT, embora tenha mostrado um significativo aumento de expressdo génica
em pacientes com anemia falciforme, ndo foram observadas diferencas em nivel proteico, o que sugere o
envolvimento de processos ou condi¢fes que limitem a traducdo desse RNAm. Em adicdo, nossos
resultados também identificaram niveis reduzidos de RNAm do complexo regulador antioxidante
NRF2/KEAP1/PKCS nos pacientes falciformes. Apesar de ndo terem sido observadas redugdes
significativas na expressdo génica das enzimas antioxidantes analisadas nesse trabalho, sugerimos que a
reducdo de NRF2 pode estar limitando uma resposta mais efetiva do sistema antioxidante nessas células,

deixando-as mais vulneraveis ao estresse oxidativo.
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ANEXOS

ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(resolucédo 466/2012)

Pesquisa: Andlise de genes envolvidos no estado redox de reticulécitos e eritrécitos
de pacientes beta talassémicos e com anemia falciforme.

Pesquisadores: Anderson Ferreira da Cunha, Karen Simone Romanello, Karina
Kirschner Lopes, Iran Malavazi, Aderson da Silva Araujo, Marcos André Cavalcanti
Bezerra, Igor de Farias Domingos, Diego Antbénio Pereira Martins, Fernando Ferreira
Costa, Marcos Antonio de Oliveira.

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

A finalidade deste projeto é trazer informagfes para o paciente sobre o estudo
“Anélise de genes envolvidos no estado redox de reticulcitos e eritrocitos de
pacientes beta talassémicos e com anemia falciforme.” Os pesquisadores
responsaveis pelo estudo responderdo a quaisquer perguntas que o0 paciente possa ter
sobre este termo e sobre o estudo. Cada participante da pesquisa receberd uma via do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

As espécies reativas de oxigénio sdo compostos quimicos que em excesso
podem causar sérios danos as células. Estes compostos parecem estar diretamente
relacionadas com inimeras manifestacfes clinicas de doencas hematoldgicas como a
beta talassemia e anemia falciforme. Sendo assim, é de vital importancia que as células
possuam mecanismos de defesa eficientes, como o sistema antioxidante, o qual €
formado por enzimas que atuam combatendo o aumento de espécies reativas de
oxigénio. Recentemente, nosso grupo realizou um estudo buscando relacionar uma
familia destas enzimas, denominadas de peroxirredoxinas (PRDXs), com o quadro
clinico de pacientes com anemia falciforme e beta talassemia. Nossos resultados foram
bastante satisfatorios e mostraram variacdo nos niveis de producdo destas enzimas entre
pacientes e individuos sadios. Estes dados sugerem que as PRDXs podem estar
associadas a clinica observada nestes pacientes, contudo estudos adicionais sédo
necessarios para melhor estabelecer essa relagdo, bem como os seus mecanismos. Neste
projeto estamos propondo analisar genes e proteinas direita ou indiretamente envolvidos
com as PRDXs e que consequentemente podem auxiliar na melhor compreensdo da
relacdo destas enzimas com a anemia falciforme e a beta talassemia.

Para participar, caso vocé queira, devera doar 2 frascos (4 colheres de sopa cada)
de sangue. Essa coleta sera 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 medico. O material desse estudo, caso
vocé permita, serd armazenado no HEMOPE, UNICAMP e UFSCar e somente sera
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utilizado para outros estudos apds nova consulta a0 Comité de Etica em Pesquisa
(CEP).

Vocé terd direito a privacidade e toda informacgdo que for obtida em relacéo a
este estudo permanecerd em sigilo. Os resultados deste projeto poderdo ser apresentados
em congresso ou em publicagdes, porém, sua identidade ndo serd divulgada nessas
apresentacoes.

A participacao neste estudo é voluntaria 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 que entendi os
objetivos, riscos e beneficios de minha participacdo na pesquisa e concordo em
participar. O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos da UFSCar que funciona na Pro-Reitoria de Pos-
Graduacdo e Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Carlos, localizada na Rodovia
Washington Luiz, Km. 235 - Caixa Postal 676 - CEP 13.565-905 - Sao Carlos - SP —
Brasil. Fone (16) 3351-8110. Endereco eletrénico: cephumanos@power.ufscar.br
Outros pontos importantes foram enfatizados:

1- Ampla liberdade de recusar-me a participar do estudo ou retirar meu consentimento
ou amostra biolégica em qualquer fase deste, sem penalizagdo 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 divulgacdo ou publicacdo cientificas.

4- Quaisquer reclamacdes 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
manipulacdo dos dados e ao armazenamento de material biolégico. As amostras sO
serdo utilizadas em estudos futuros depois de submetidos ao CEP e ao CONEP.

Consentimento para participacdo no estudo: Autorizacdo para armazenamento de

material bioldgico:

[J Sim 1 Nao

Voluntario/ Responsavel

Voluntario/ Responsavel

Pesquisador responsavel

(Prof. Dr. Anderson Ferreira da Cunha)
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Pesquisador Responsavel: Prof. Dr. Anderson Ferreira da Cunha,

Endereco: Rodovia Washington Luis, km 235 - SP-310, Bairro Monjolinho -
Universidade Federal de Sdo Carlos - Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude -
Departamento de Genética e Evolucdo- Laboratorio de Bioquimica e Genética Aplicada.
Tel.: +55 16 3351-8318

Consulta de questdes éticas

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS PRO-REITORIA DE PESQUISA
Rod. Washington Luiz, km 235 - Caixa Postal 676 - 13.565-905 Sao Carlos — SP
Telefone: (16) 3351-8028

fcruz@ufscar.br

Comité de Etica da Fundacio HEMOPE
Endere¢o: Rua Joaquim Nabuco, 171 — Gracas — 52011-000 Recife, PE
Telefone: (81) 3182-4660

Comité de Etica em Pesquisa Unicamp

Endereco: Rua Tessalia Viera de Camargo, 126 - Caixa Postal 6111
13084-971 - Campinas - SP

Telefone: (19) 3521-8936

cep@fcm.unicamp.br

ANEXO 2
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FICHA DE AVALIACAO HEMATOLOGIA (componente do projeto “Avaliagio do
Papel Biologico de Peroxirredoxinas na Diferenciacdo Celular Eritr6ide e em Doengas

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

DADOS 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 (Hipertensdo Arterial, Cardiopatias, Diabetes, etc)

()Sim () Nao
Qual/ Quais?
Faz uso de medicacao para tratamento desta patologia? () Sim () Nao
Qual/ Quais?




