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RESUMO

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas pelo organismo sob diversas
circunstancias, como por exemplo, pela redugdo incompleta do oxigénio durante a respiracao
celular e ainda por fatores exdgenos. Apresentam algumas fungdes no organismo, porém,
quando em excesso sdo prejudiciais causando peroxidacdo de lipidios, danos ao DNA,
organelas e até morte celular. Entdo, para que as EROs sejam mantidas em um nivel adequado
as celulas desenvolveram sistemas antioxidantes. Participam desse sistema as enzimas
antioxidantes, como superoxido dismutase (Sod), catalase (Cat), glutationa peroxidase e as
peroxirredoxinas (Prdx). Esta Ultima se destaca pela abundancia e grande reatividade com os
substratos, nos seres humanos, seis Prdx foram descritas e estdo localizadas em diferentes
compartimentos celulares, desenvolvendo fungbes importantes na sinalizacdo célular e
protegendo as células dos danos oxidativos. Nos eritrocitos, esta proteina é tdo abundante que
sO perde em concentracdo para as globinas, evidenciando um provavel papel fundamental
neste tipo celular ja que os eritrocitos sdo verdadeiros alvos de danos causados pelas EROs.
Porém, pouca atencdo tem sido dada ao papel antioxidante das peroxirredoxinas nos
eritrocitos e existem poucos trabalhos na literatura relacionando algumas destas proteinas com
as diversas doencas eritrocitarias, principalmente em relacdo as anemias hemoliticas, as quais
fazem parte a deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD) cuja deficiéncia de
producdo de NADPH parece interferir no ciclo catalitico das peroxirredoxinas, entretanto a
relacdo destas proteinas na deficiéncia de G6PD e na hemoglobinopatia SC ainda nao foi
explorada. Dados de literatura mostram que os eritrocitos de pacientes com anemia falciforme
estdo sob constante estresse, no caso dos individuos com hemoglobinopatia SC parece haver
maior taxa de autooxidacdo da hemoglobina devido a instabilidade da hemoglobina nesta
doenca, levando a um aumento de EROs. Este estudo avaliou o papel das PRDXs em
reticulocitos de pacientes com as doencas descritas acima, comparando com reticulocitos de
individuos sadios, utilizando PCR em tempo real e Western blot. Os resultados mostraram
que ndo ha diferenca significamente estatistica entre a expressdo génica das PRDX em
controle e nos pacientes nas duas doencas estudadas. Quanto a expressao proteica
aparentemente também ndo houve uma diferenca consideravel. No entanto, ao avaliarmos o
perfil redox da principal PRDX encontrada no eritrécito, PRDX 2, juntamente com a PRDX
1, verificamos que estas apresentavam-se em um estado de oxida¢do maior nos pacientes do
que nos controles. Isso sugere que ha uma deficiéncia na reciclagem dessas proteinas devido a
baixa atividade da tiorredoxina redutase tambem devido ao aumento de EROs nesses
pacientes. E como os pacientes ndo apresentam quadro grave de anemia hemolitica, pode estar
havendo um aumento da expressdo e / ou a atividade de outras proteinas anti-oxidantes, tais
como a glutationa peroxidase e catalase.



ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS) are produced by the organism under various
circumstances, such as the incomplete reduction of oxygen during cell respiration and also by
exogenous factors. Have certain roles in the body, however, when in excess are harmful
causing lipid peroxidation, DNA damage, cell organelles and even death. So, cells have
developed antioxidant systems to maintained ROS at an appropriate level. Participating in
this system the antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutathione peroxidase and peroxiredoxins (PRDX). The latter stands out for its great
abundance and reactivity with substrates, in humans six PRDX were described and are located
in different cellular compartments, developing important roles in cell signaling and protecting
cells from oxidative damage. In erythrocytes, this protein is so abundant that only lost in
concentration for the globins, indicating a probable key role in this cell type as the
erythrocytes are true targets of damage caused by ROS. However, little attention has been
given to the antioxidant role of peroxiredoxins in erythrocytes and there are few studies in the
literature relating to some of these proteins with erythrocyte various diseases, especially in
relation to haemolytic anemia, which are part dehydrogenase deficiency Glucose-6-phosphate
(G6PD) deficiency whose production of NADPH appears to interfere with the catalytic cycle
of peroxiredoxins, however the relationship of these proteins in G6PD deficiency and SC
hemoglobinopathy has not been explored. Literature data show that the erythrocytes in
patients with sickle cell disease are under constant stress, in the case of individuals with SC
hemoglobinopathy seems to be a greater rate of autoxidation of hemoglobin due to instability
of the hemoglobin in this disease, leading to increased ROS. Then, this study evaluated the
role of PRDXSs in reticulocyte of patients with diseases described above, compared with
reticulocytes of healthy individuals, using real-time PCR and Western blot. The results
showed that no significantly statistical difference between the gene expression of PRDX in
control and in patients in the two diseases studied. As for protein expression apparently there
was also no significant difference. However, when assessing the redox profile at the major
PRDX found in erythrocytes, PRDX 2, along with PRDX 1, we found that these patients were
more oxidized state in patients than in controls. This suggests that there is a deficiency in the
recycling of these proteins due to low activity of thioredoxin reductase, also due to increased
ROS in these patients. And as patients do not present a severe hemolytic anemia there may be
an increased expression and/or activity of other antioxidant proteins such as glutathione
peroxidase and catalase.
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1. INTRODUCAO

1.1. O eritrécito

O sangue periférico é constituido por trés diferentes linhagens celulares: glébulos
vermelhos, eritrcitos ou hemdcias; glébulos brancos ou leucécitos; e plaquetas ou
trombdcitos. As hemacias constituem a maior populacao de células do sangue. Embora, sejam
anucleadas, constituidas apenas por membrana plasmatica e citoplasma, sdo bastante
complexas (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2001). Todo o processo pelo qual estas células
sdo produzidas na medula Gssea € denominado eritropoiese. Sob condi¢cBes normais, esse
processo resulta em uma taxa de producdo de hemacias de modo a manter constante a massa
eritrocitaria do organismo, sugerindo que o processo € finamente regulado, sendo a
eritropoetina o principal e mais bem conhecido fator de crescimento envolvido (ZAGO;
FALCAO; PASQUINI, 2001; GREER et al., 2003).

O processo de maturacdo eritroide envolve uma grande variedade de células em
diferentes estagios comecando com a primeira geracao de “stem cells” comprometidas com a
diferenciagdo eritroide e terminando com células vermelhas maduras circulantes
(LICHTMAN et al 1926; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2001). Apés o estimulo da
eritropoetina, as células passam por varias modificacdes que levam a formacao dos eritrocitos.
A primeira etapa se inicia quando a unidade formadora de crescimento réapido- eritrdide
(BFU- E — burst- forming unit- erythroid) da origem a unidade formadora de coldnia-
eritroide (CFU- E — colony- forming units — erythroid), que se diferencia na primeira célula
morfologicamente identificavel como sendo da linhagem eritroide, o proeritroblasto, o qual
passara por sucessivas modificacbes que levam a célula a diferenciar- se em eritroblasto
basofilo, eritroblasto policromat6filo e eritroblasto ortocromatico (ZAGO; FALCAO:;
PASQUINI, 2005; HOFFMAN et al., 2008).

Em seguida, o eritroblasto ortocromatico perde o nicleo num processo aparentemente
ativo de extrusdo transformando-se em reticuldcito. O reticulécito é pois uma célula
anucleada, aproximadamente 20% maior que os eritrocitos maduros, que ainda conserva no
citoplasma alguns resquicios de organelas como mitocdndrias, ribossomos (com RNA
mensageiro) e remanescentes do complexo de Golgi. O reticulocito retém, portanto, alguma
capacidade de sintese protéica; de fato, 10-20% da sintese de hemoglobina completa-se nesse

estagio. O reticuldcito recém formado permanece de um a trés dias na medula 6ssea, sendo
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em seguida liberado para circulacdo. A maturacdo do reticuldcito na circulagdo requer de um
a dois dias, estes entdo perdem todas as organelas e tém o volume ligeiramente reduzido e a
sintese de hemoglobina e a montagem da membrana sdo completadas. A partir deste ponto
cessa a sintese protéica e perdem a capacidade de metabolismo aerdbico, restringindo-se a
metabolizagcdo da glicose pela via de Emden-Meyerhoff e pela via das pentoses (LICHTMAN
et al., 1926; ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2001).Uma vez amadurecido completamente, 0
reticulécito transforma-se entdo em uma hemécia madura cuja vida em circulacdo é de
aproximadamente 120 dias (Figura 1) (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2001).

EPO Desenvolvimento Celular

Proeritroblasto Eritroblasto Eritroblasto Eritroblasto Reticulécito Eritrécito
Basofilico Policromatico Ortocromatico/
Aciddfilo

Figura 1. Alteragdes morfoldgicas durante a eritropoiese em seres humanos. Apo6s o estimulo da EPO a
célula eritroide sofre vérias alteragBes morfoldgicas que levam a formacdo de eritrécitos maduros. Para mais
detalhes ver o texto. Figura adaptada de DA CUNHA et al., 2012.

As hemacias maduras tém a forma homogénea de corpusculos circulares, biconcavos e
de tamanho relativamente uniforme, com didmetro médio de 8um (ZAGO; FALCAO;
PASQUINI, 2001). A organizacdo estrutural da membrana celular dos eritrécitos permite que
eles sofram grandes deformacBes mantendo sua integridade estrutural durante sua

permanéncia no sistema circulatorio (YAWATA, 2003).

Devido a perda do ndcleo, mitocdndria e ribossomos, eritrocitos maduros sdo
incapazes de realizar fosforilacdo oxidativa e sintese de proteinas. No entanto, eles ainda
devem manter um metabolismo ativo para manter a flexibilidade e a integridade da
membrana, bem como para preservar a hemoglobina na sua forma funcional para assegurar a
entrega adequada de oxigénio (PRCHAL; GREGG, 2005).
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Portanto, as células vermelhas possuem uma maquinaria metabdlica ativa que fornece
energia para bombear ions contra gradientes eletroquimicos e para manter a hemoglobina na
forma reduzida. A principal fonte de energia metabdlica vem da glicose. A glicose é
metabolizada pela via glicolitica e através da via das pentoses (BLEUTER, 2001).

Apos o periodo de 120 dias na circulacdo, em condi¢es normais, os eritrécitos sofrem
varias alteraces morfoldgicas, causadas principalmente pela reducdo de sua atividade
metabdlica e pela oxidacdo da hemoglobina (GHAFFARI, 2008). Estas alteracdes sao
reconhecidas pelo sistema mononuclear fagocitario que € constituido por células fagociticas
(macréfagos e mondcitos) presentes no figado e no bago, principais responsaveis pela
remocao dos eritrocitos da circulagcdo. O aumento acelerado da destrui¢do dos eritrocitos € a
caracteristica mais importante encontrada em véarias doengas hemoliticas. (TELEN;
KAUFMAN, 1999; HOFFMAN et al., 2008).

1.2 A hemoglobina

As funcbes primordiais dos globulos vermelhos sdo a de transportar oxigénio dos
pulmdes aos tecidos, mantendo a perfusédo tissular adequada, e transportando gas carbdnico
dos tecidos aos pulmdes. A hemoglobina, que constitui 95% das proteinas das hemacias, € a
responsavel por estas fungbes (ZAGO; FALCAO; PASQUINI, 2005). O restante inclui
enzimas necessarias para a producéo de energia e para a manutencdo da hemoglobina em seu
estado funcional, reduzida (GREER et al. 2003).

A hemoglobina normal possui estrutura globular e quaternaria formada por quatro
cadeias polipeptidicas, ou cadeias globinicas, sendo duas do tipo alfa (o) e duas do tipo beta
(B), cada uma delas associada a um grupo prostético heme, formado por quatro nucleos
pirrélicos, unidos entre si por radicais metanilicos (-CH=), contendo um atomo de ferro
divalente (Fe++) capaz de se ligar de modo reversivel a molécula de oxigénio (O,) (figura 2)
(PERUTZ et al., 1960; STEINBERG; BRUGNARA, 2003).
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Ferro Grupo Heme

Cadeia O e Cadeia B

Eritrocito

Cadeia f} W . ‘ Cadeia O

Figura 2. Representacdo da estrutura da molécula de hemoglobina adulta Al. A hemoglobina é formada
por quatro cadeias polipeptidicas, duas do tipo alfa e duas do tipo beta, cada uma delas associada a um
grupamento heme, contendo um atomo de ferro ao qual se liga o oxigénio de modo reversivel. (Disponivel em:

http://www.kacr.or.kr/img/gene_expression/hemoglobin.jpg)

Os genes, que expressam as cadeias proteicas, localizam-se em dois grupamentos
cromossomicos diferentes (o e ), localizados nos bragos curtos dos cromossomos 16 e 11,
respectivamente. No grupamento o incluem os genes para as cadeias zeta (), alfa (o) e teta
(6), enquanto que o grupamento B é constituido dos genes para as cadeias épsilon (g), gama
(y* e v®), delta (8) e beta (). Durante o desenvolvimento ontogenético normal, ocorrem
mudancas na expressdo desses genes, que sdo 0s responsaveis pelos diferentes tipos de
hemoglobinas humanas (DZIERZAK, 2001).

O primeiro tetramero de hemoglobina, predominante nas quatro semanas iniciais do
periodo embrionario, ¢ composto por duas cadeias zeta e duas cadeias épsilon ({2€2) que
formam a Hb Gower 1. Ap0s esse periodo, as cadeias alfa e gama comecam a ser sintetizadas,
formando as hemoglobinas Gower 2 (02¢2) e Portland ({2y2), presentes até a décima segunda
semana do periodo embriondrio, estas sdo substituidas pela hemoglobina Fetal (02y2), a mais
importante Hb da vida intra-uterina, que predomina aproximadamente até a trigésima semana
de gestacdo, quando ocorre o aumento da sintese das cadeias de globina B que

progressivamente substitui as cadeias y formando a hemoglobina do adulto, a hemoglobina
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Al (02B2) que aumenta gradativamente. Ha também outra hemoglobina encontrada no adulto
normal formada pela combinagdo das globinas o ¢ 8 denominada hemoglobina A2 (0252),
representando 2— 3% da hemoglobina total. A sintese de hemoglobina fetal pode ndo cessar
totalmente e seu nivel se mantém entre 0 — 1% (WEATHERALL; CLEGG, 1981;
STEINBERG, 2005). (Figura 3).

Genes tipo o (Cromossomo 16)

HS-40 v u yol
4 l o2 al 6l
g —— ——— 5
G ti (o 1
enes poG B(Aromossomo ) FHS.1
Hidd LR FaPE
A < ; - c - 1 '3
LCVR 10 kb
Proteinas Hemoglobina
Embrionaria | Fetal : Adulta
| HbF |  HDA
G | o |
,99 | &@J‘ | ilb
Hb Gower 2 | | HbA2
; | o | s
B e R B
Hb Portland | |
- | |
il | i

Figura 3. Grupamento dos genes de a e P globina e a producio de diferentes hemoglobinas durante o
desenvolvimento humano. Os genes responsaveis pela sintese das cadeias globinicas estdo organizados em dois
grupamentos génicos localizados em cromossomos diferentes. O grupamento a localiza- se no brago curto do
cromossomo 16, e constituido pelos genes {2, al e 02. O grupamento P esta situado no brago curto do
cromossomo 11, e possui os genes &, Ay e Gy e pelos genes delta & e B. Durante o desenvolvimento
ontogenético, ocorrem mudancas na expressao desses genes, formando os diferentes tipos de hemoglobinas
humanas. (Adaptado de SCHECHTER, 2008).

1.3. A célula eritrocitaria e EROS

O estado oxidativo das células € determinado pelo equilibrio entre pro-oxidantes e
antioxidantes. Pro-oxidantes sdo conhecidos como espécies reativas de oxigénio (EROs). As
EROs sdo produtos gerados pela reducao incompleta do oxigénio molecular pela exposicdo a
agentes externos como cigarro, radia¢do, carcinégenos, drogas e ozonio, e internos, como

durante a resposta inflamatéria, atividade da NADPH oxidase, xantina oxidase (MASAKI,
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2010) e em grande parte pela mitocondria durante o metabolismo aerobico normal
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Apesar da auséncia de mitocdndrias, EROs sdo continuamente produzidas nas células
vermelhas devido a elevada tensdo de oxigénio no sangue e a quantidade abundante de ferro
do grupamento heme na hemoglobina. Vérios fatores levam a geracdo de radicais oxidantes,
tais comoo radical anion superoxido (O,¢ -), peréxido de hidrogénio (H,O;) e o radical
hidroxila (*OH) nos eritrocitos (CIMEN, 2008).

1.3.1. Anion superoxido

Nos eritrocitos, a fonte primaria de EROs € a prépria proteina carreadora de O, ou
seja a Hb que sofre auto-oxidacdo produzindo o O," (CIMEN, 2008). Durante a ligacdo
reversivel do oxigénio a hemoglobina, o ferro é mantido em seu estado ferroso (Fe 2+). No
entanto, eventuais flutuacbes conformacionais espontaneas no grupamento heme da oxiHb
(oxihemoglobina) permite que agua ou um anion entre, resultando na transferéncia de um
elétron do ferro para o oxigénio para produzir metHb (metahemoglobina) e &nions superoxido
(LOW; HAMPTON; WINTERBOURN, 2008).

No caso do transporte de oxigénio, o ferro necessita estar na sua forma reduzida (Fe
2+), caso isto ndo ocorra este pode se desprender da Hb. A reducdo do O, em O, é
acompanhada da oxidacdo do 4&tomo de ferro da hemoglobina, formando a metahemoglobina,
a qual ndo é mais capaz de se ligar ou transportar O,. Nos eritrocitos humanos
aproximadamente 3% do total das moléculas de Hb se transformam em MetHb diariamente.
Esta MetHb pode ser reduzida pela via NADH citocromo ou pela via 5-metHb redutase
(metahemoglobina redutase) e metHb redutase dependente de NADPH (KENNETT et al.
2005).

Considerando que a concentracdo de Hb no interior do eritrocito € de 5mM, mesmo
uma pequena parcela que sofre auto-oxidacdo pode produzir altos niveis de EROs. Esse nivel
de EROS pode ser suficiente para danificar a propria célula vermelha, causando alteracGes
nos lipideos e na estrutura das proteinas (CLASTER et al., 1984), e, porque os glébulos
vermelhos sdo 40 % do volume de sangue, o escape de EROS a partir dessas células tem

potencial para danificar outros componentes da circulagdo (JOHNSON et al., 2005).
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1.3.2. Peroxido de hidrogénio

O anion superoxido (O,") pode ser convertido a peroxido de hidrogénio (H,0,) por
dismutacdo espontdnea ou catalisada pela enzima superéxido dismutase (SOD)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007). Como indicado na reacdo abaixo:

SOD
20, + 2H'>H,0, + O,

Uma vez que as hemacias tém altos niveis de superéxido dismutase, 0 O,* produzido
sera convertido em H,O, (JOHNSON et al., 2005), que pode atravessar as membranas
celulares quase tdo facilmente quanto a &gua ao contrario do O2e- que necessita de canais
anionicos para sair (HALLIWELL; GUTTERIDGE. 2007).

Por ser um composto de alta permeabilidade em membranas, este também pode vir de
fontes extracelulares para o eritrocito. Neste contexto, um fato de grande importéancia é que o
eritrocito é considerado um “coletor” e decompositor universal de H,O, dos organismos, pois
aléem de desintoxicar oxidantes gerados endogenamente, 0s eritrocitos sdo capazes de atuar
como um dissipador para o peréxido de hidrogénio extracelular, uma vez que possui acesso a
praticamente todos os tecidos do corpo, além do nimero destas células ser extremamente
abundante (BROWN et al., 1989; AOSHIBA et al.,, 1999; LOW; WINTERBOURN;
HAMPTON, 2008).

O peréxido de hidrogénio ndo € um radical livre em si, mas é geralmente incluido sob
o titulo geral de espécie reativa de oxigénio (ERO). Ele € um fraco agente oxidante que pode
danificar diretamente as proteinas e enzimas que contém grupos tiol reativos. No entanto,
como ja foi dito, sua propriedade mais importante é a capacidade de atravessar membranas
celulares livremente (YOUNG; WOODSIDE, 2001).

Portanto, no eritrécito a hemoglobina estd constantemente exposta a um fluxo
intracelular de H,O,, bem como a um fluxo extracelular. E a exposicdo de oxyHb ao H,0,
leva a modificacGes oxidativas que tém sido propostas como sinais para a proteolise seletiva
nestas células (GIULIVI; DAVIES, 2001). Snyder et al, demonstraram que H,O, induz a
formacdo de um complexo covalente de espectrina e hemoglobina, bem como varias
alteracdes celulares que incluem modificacdes na forma da célula, deformabilidade da
membrana, na organizacdo de fosfolipidios ,e em caracteristicas da superficie da célula
(FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008).
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1.3.3. Radical Hidroxila

O radical hidroxila ("OH) &, provavelmente, o mediador final de maior dano tecidual
induzido por radicais livres. Todas as espécies reativas de oxigénio descritas acima exercem a
maior parte dos seus efeitos patoldgicos, dando origem a formacdo de radicais hidroxila. O
radical hidroxila reage com constantes extremamente elevadas com quase todo o tipo de
molécula encontrada em células, incluindo agucares, aminoacidos, lipideos e nucleotideos
(LLOYD; HANNA; MASON, 1997).

Embora a formacdo de radicais hidroxila possa ocorrer de vérias maneiras, o
mecanismo in vivo mais importante € a decomposicdo de superoxido e de perdxido de
hidrogénio catalisada por metal de transicdo. No caso, o ferro e o cobre desempenham um
papel-chave na producdo de radicais hidroxila in vivo. Isso ocorre devido a reacdo de Fenton
(representada abaixo) onde o H,O; reage com o ferro (2+) ou cobre gerando o radical *OH
(STOHS; BAGCHI, 1995; FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008).

Reacédo de Fenton
H,0, + Fe” - "OH + OH+ Fe*'

Como evidenciado na reacdo acima, o ferro tem um papel crucial na geragdo de *OH.
De fato, na presenca de ferro a toxicidade de H,O, pode ser potencializada em até 1000 vezes
(FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008).

1.3.4. Peroxidacao Lipidica e Hidroperdxidos de Lipideos

Os acidos graxos poliinsaturados da membrana do eritrocito quando em contato com
as EROs iniciam o processo de peroxidacdo lipidica (ou lipoperoxidacdo), mecanismo pelo
qual os lipidios sdo atacados com energia suficiente para formar radicais organicos que

reagem com o oxigénio e resultam no radical peroxil (PRATICO; DELANTY, 2000).

O radical hidroxila ("OH) é freqlientemente reconhecido como a espécie iniciadora e a
mais importante da lipoperoxidacdo. Esta é uma reacdo em cadeia, representada pelas etapas
de iniciacdo, propagacdo e terminacdo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Estas etapas

estdo apresentadas nas reacdes seguintes, onde L representa o lipidio:
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LH + OH' (ou LO)

> L'+ H,0O (ou LOH) Iniciagéo

L'+ 0O, > LOO' Propagacéo

LH + LOO > L'+ LOOH Propagacao
LOO + L > LOOL Terminagéo

LOO + LOO > LOOL + O, Terminagéo

A primeira etapa desse processo, denominada iniciacao, inicia-se com o sequestro do
hidrogénio do acido graxo polinsaturado (LH) da membrana celular. Tal sequestro pode ser
realizado pelo OH ou pelo LO' (radical alcoxila), com conseqliente formacdo do L' (radical
lipidico).Na primeira equacao de propagacdo, o L' reage rapidamente com o O,,resultando em
LOO' (radical peroxila), o qual é capaz de abstrair um atomo de H de outro lipideo insaturado
resultando em um novo radical lipidico e formando um peroxido de lipideo (LOOH).O
término da lipoperoxidacdo ocorre quando os radicais (L' e LOO) produzidos nas etapas
anteriores propagam-se até destruirem-se a si proprios (GUTTERIDGE 1995; FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997).

A lipoperoxidacao pode ser catalisada por ions ferro, por conversao de hidroperdxidos
lipidicos (LOOH) em radicais altamente reativos (alcoxila, LO* e peroxila, LOO¥), que, por
sua vez, iniciam nova cadeia de reacdes, denominada ramificacdo (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997).As constantes para esta reagdo séo de 1.5 x 10°M™s™ na presenca Fe?*
e sdo significativamente maiores que as alcancadas pela reacdo de Fenton para H,O; as quais
possuem taxas de 76 x 10M™s® (GUTTERIDGE, 1995; HALLIWELL; GUTTERIDGE.
2007).

Acreditava-se que em razdo dos LOOH ndo possuirem mobilidade elevada como o
H,0,, seus efeitos deletérios poderiam ser restritos ao ambiente celular onde foi gerado,
entretanto, diversos trabalhos tem apontado que uma vez que 0os LOOH possuem
hidrofilicidade aumentada, estes podem se destacar das membranas onde foram originadas e
translocar-se para outros compartimentos que possuem membranas. Ja foi demonstrado
também que peroxidos de fosfolipideos e de colesterol podem ser transferidos tanto por meio
de colisdes entre membranas celulares de diferentes células como através do meio aquoso e
desta forma podem afetar ndo somente outras células, mas também lipoproteinas do plasma

em organismos multicelulares (GIROTTI, 2008).
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Devido a grande intimidade entre os lipideos presentes na membrana plasmaética e as
proteinas de membrana, as quais podem chegar até 50% de sua composicdo, a peroxidagdo
lipidica causa danos substanciais as proteinas constituintes (GUTTERIDGE, 1995). A
peroxidacao lipidica das membranas bioldgicas ocasiona perda de fluidez, queda do potencial
de membrana, aumento da permeabilidade ao H+ e outros ions que resultam na ruptura e

extravasamento do conteddo celular (GIROTTI, 2008).

Além disso, as reacdes dos radicais livres resultam em mudancas na estrutura,
transporte e antigenicidade nas membranas celulares. Nas hemécias, por exemplo, a
peroxidacao dos fosfolipidios, causa consequentemente um aumento da rigidez e deformidade
das membranas, que por sua vez aumenta a suscetibilidade destes a hemélise (MAFRA et al.,
1999). Adicionalmente, alguns produtos da fragmentacdo lipidica séo citotoxicos
(ESTERBAUER 1993; CATALA, 2009).

1.3.5. Oxido Nitrico e a Formacao de Peroxinitrito

Os peroxinitritos e espécies reativas contendo nitrogénio também apresentam grande
relevancia para a célula eritrocitaria, uma vez que o oxido nitrico (NO) é o terceiro gas mais
abundante transportado juntamente com O, e CO, pelas células eritrocitarias. O NO é um
importante componente em diversos processos/sistemas atuando na resposta imunologica e
processos inflamatorios, crescimento e diferenciacdo celular, e também influenciando de
forma bastante relevante no sistema circulatorio, uma vez que esta relacionado com a inibi¢ao
de agregacdo plaquetaria e nos processo de vaso-constricdo e vaso dilatagio (MONCADA,;
HIGGS, 1991; HAN et al. 2003; GLADWIN; CRAWFORD; PATEL, 2004; ROMERO;
DENICOLA; RADI, 2006).

Entretanto, 0 NO pode reagir com o O* para formar um intermediario bastante
reativo o peroxido de nitrito (ONOO-), conforme reacdo abaixo. Esta espécie é um poderoso
oxidante capaz de causar danos em diversas biomoléculas e em pHs acidicos pode se
decompor em dioxido de nitrogénio (NO,") e *OH (GUTTERIDGE, 1995; SZABO;
ISCHIROPOULOS; RADI, 2007), os quais atuardo na peroxidacdo lipidica e nitrosilacdo de
lipideos, proteinas e DNA (GOLDSTEIN; CZAPSKI, 2000).

NO + O,"— ONOO
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Na circulacdo os eritrécitos sdo 0s maiores responsaveis pelo seqlestro de NO,
justamente por conter altos niveis de Hb, seja através de reagdes diretas com 0s grupamentos
prostéticos da hemoglobina ou através de residuos de cisteina das cadeias o da molécula
(ULKER et al., 2009). A adicdo de um grupo NO a tiois protéicos (RSNO) forma um nitroso
tiél em um processo denominado de S-nitrosilagdo e ja foi demonstrado que a S- nitrosilacdo
da hemoglobina é facilitada pela alteracdo conformacional da molécula induzida pelo O..
Assim ao reagir com a Hb ligada ao Oxigénio (HbFe*?0, ) o NO é convertido a nitrato, ao
passo que na reacdo sem o oxigénio (HbFe*?) forma HgbFe*’NO. O gradiente de O, das
arteriolas promove a transicdo alostérica na Hb o qual libera NO e promove o aumento do
fluxo sanguineo (ZHANG et al., 2005; GRUBINA et al., 2007).

1.4. Anemia hemolitica e estresse oxidativo

O envelhecimento dos eritrocitos parece ser um processo multifatorial sendo que os
mecanismos envolvidos ainda ndo foram totalmente esclarecidos (CAPRARI et al., 1999).
Uma das explicacOes seria a teoria do envelhecimento através de EROs, na qual a degradacéo
destas células viriam como resultado de danos oxidativos acumulados em biomoléculas com o
passar do tempo de vida (TANG, 1997; MULLER et al., 2007). Este processo é resultado
principalmente da formacdo de agregados de proteinas de banda 3, que € uma das proteinas
mais abundantes na membrana do eritrécito, e que sdo estabilizados por moléculas de
hemoglobina oxidada, conhecida como hemicromo. Isso causaria a perda da assimetria dos
lipideos de membrana através do reconhecimento desses agregados como antigenos por
anticorpos IgG e do sistema complemento (ZAGO et al., 2001).

Em situacdo normal, a destruicdo dos eritrocitos acontece na mesma razao que a
eritropoese de forma a manter o nimero de eritrécitos circulantes (ZAGO et al., 2005). Um
aumento na destruicdo ou remocdo dos eritrocitos da circulacdo antes da sua dura¢do normal
de 120 dias € caracteristica do processo de hemdlise. Esta pode ser uma condicdo
assintomatica, porém, quando a producdo de eritrocitos ndo pode acompanhar o ritmo de sua
destruicdo, caracteriza um quadro de anemia hemolitica (DHALIWAL; CORNETT,;
TIERNEY, 2004).

A causa exata da hemolise em muitas anemias hemoliticas é obscura ou ndo
completamente estabelecida (ZAGO et al. 2005).A modulacdo das EROs parece ter uma
relacdo muito estreita com a fisiopatologia de diversas doencas hematoldgicas, principalmente
em anemias hemoliticas (FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008). Quando ha um desequilibrio
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entre a formacdo das espécies reativas de oxigénio e as defesas antioxidantes o resultado é o
estresse oxidativo (YOUNG; WOODSIDE, 2001).

O estresse oxidativo € responsdvel por agravar os sintomas de muitas doengas,
incluindo este tipo de anemias. Embora ndo seja a etiologia priméria destas doencas, 0 dano
oxidativo desempenha para as células eritroides um papel crucial na hemdlise levando a
eritropoiese ineficaz na medula Gssea e a curta sobrevivéncia das células vermelhas na
circulagéo (FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008).

Diversos estudos mostram que eritrécitos humanos expostos a um elevado nivel de
estresse oxidativo apresentam alteragdes celulares como denaturacdo oxidativa da Hb,
lipideos de membrana peroxidados e diversas proteinas de membrana agregadas, formando
complexos de alto peso molecular, resultando na diminuigdo da sobrevida dessas células.
Sabe-se que a morte celular programada (MCP) de eritrocitos é bastante aumentada em
doencas hematologicas como, por exemplo, na doenca falciforme, beta talassemia e
deficiéncia de G6PD (RUSANOVA et al., 2010).

Nestas patologias, 0 ambiente celular é extremamente pro-oxidante seja por conta da
geracdo ineficiente de NADPH, seja pela formacdo de MetHb resultando em danos oxidativos
e consequente hemdlise das células que por sua vez favorecem a formacéo dessas espécies em
outros tipos celulares (FIBACH; RACHMILEWITZ. 2008). Como veremos a seguir:

1.4.1. Deficiéncia de Glicose-6-fosfato desidrogenase

A glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), enzima essencial para todas as células,
catalisa a primeira reacdo da via das pentoses fosfato (ONDEI et al., 2009), como mostrado na
figura 4.Nesta via, a G-6-PD (glicose-6-fosfato desidrogenase) oxida a glicose-6-fosfato
(G6P) para 6-fosfogliconalactona com reducdo concomitante de fosfato de nicotinamida
adenina dinucleotidio (NADP+) para a forma reduzida NADPH. Nas células vermelhas do
sangue, que ndo contém as mitocondrias, a via das pentoses fosfato é a unica fonte de
NADPH, um modulador critico de potencial redox intracelular (MANGANELLI et al., 2013).
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Figura 4. Via glicolitica ou de Emden-Meyerhoff e via das pentoses. A via glicolitica ou via de Emden-
Meyerhof é a principal via de consumo da glicose nos eritrécitos para producéo de ATP, com desvio para via das
pentoses, esta que é ativada em resposta ao estresse oxidativo para producdo de NADPH pela agéo da glicose-6-
fosfato desidrogenase (destacada em azul), enzima que participa da primeira reacdo desta via. Adaptado de
LUKENS, 1998.

Apesar de sua ampla distribuicdo no organismo, € no metabolismo das hemacias que a
G-6-PD exerce a sua fungdo mais importante (COMPRI; SAAD; RAMALHO, 2000). Sendo

que a deficiéncia desta proteina é o disturbio enzimatico mais comum de glébulos
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vermelhos nos seres humanos. Estima-se que cerca de 400 milhGes de pessoas séo afetadas
por essa deficiéncia (ELYASSI; ROWSHAN, 2009). A prevaléncia global desta doenca se
encontra geograficamente correlacionada as areas endémicas em maléria, sendo maiores na
Africa Sub-Sahariana, Oriente Médio, Sudeste da Asia, Europa Mediterranea e algumas areas
da América Latina (NKHOMA et al., 2009). A deficiéncia de G6PD parece proteger contra a
infeccdo por Plasmodium falciparum. Globulos vermelhos com deficiéncia de G6PD
parasitados sdo fagocitadas mais facilmente pelos macréfagos que células vermelhas
parasitadas que possuem atividade normal de G6PD (LUZATTO; NOTARO, 2001).

E causada por mutacdes no gene codificante para G6PD localizado no cromossomo X
(locus Xq28), e a expressao fenotipica é mais freqiiente em homens hemizigotos e mulheres
homozigotas, tendo padréo de heranca recessivo ligado ao sexo (KATSURAGAWA, 2004).

Estudos realizados na populacao brasileira revelaram uma prevaléncia de deficientes
de G6PD em torno de 1% a 10%, com os maiores indices sendo encontrados entre os homens
de ascendéncia africana (MAIA et al., 2010).

Mais de 160 mutacdes diferentes foram determinadas (BEUTLER; VULLIAMY,
2002), sendo a maioria, mutacdes pontuais e pequenas delecbes que causam defeitos
estruturais na enzima. Na maioria dos casos, essas mutacdes causam instabilidade da enzima
ou atividade alterada, geralmente por diminuicdo da afinidade de G6PD para com 0s seus
substratos, NADP+ ou glicose-6-fosfato (G6P) (LUZZATTO, 2006).

Em 1967, a OMS (Organizacdo Mundial da Saude) fez recomendacdes iniciais para a
caracterizacdo da deficiéncia de G6PD. Inicialmente, a deficiéncia G6PD foi caracterizada
bioguimicamente, medindo a atividade da enzima residual e mobilidade eletroforética.
Utilizando esses critérios, mais de 400 variantes bioquimicas de G6PD foram definidas
(CAPELLINI; FIORELLLI, 2008).

Variantes da deficiéncia de G6PD foram agrupados em cinco classes com base na
atividade enzimatica e manifestacdes clinicas (CAPELLINI; FIORELLI, 2008). Estes sdo
descritos como: classe | (mutacdes graves de anemia hemolitica ndo esferocitica crénica);
classe Il (intermediario, 10% da funcdo normal de G6PD); classe Il (leve, 10-60% de G6PD
funcdo normal); classe 1V (assintomatica, 60-100% de G6PD fungdo normal); e casse V:
mutacdes que causam aumento da atividade G6PD (BEUTLER, 1994; FRANK 2005).



26

Das variantes de G-6-PD com atividade deficiente, as de maior importancia pela sua
frequéncia séo a variante Africana ou A-, que ocorre comumente em descendentes daquele
continente, bem como no sul da Italia, Espanha, Portugal e Peninsula Aréabica, a variante
Mediterrdnea, que € encontrada mais usualmente em italianos, também em gregos, judeus
orientais, arabes e persas; a variante Cantdo, frequente no sul da China; a variante Seattle,
com alta freqiiéncia na Sardenha, Grécia e sul da Italia, embora tenha sido descrita pela
primeira vez nos EUA; e a variante Union, encontrada em chineses e no sul da Itélia
(VULLIAMY; LUZZATO; MASON, 1992).

As variantes mais encontradas no Brasil foram a africana (G-6-PD A-) e a
Mediterranea, sendo que 95% a 99% dos deficientes de G-6-PD apresentam a variante
africana (COMPRI; SAAD; RAMALHO, 2000; GARLIP; RAMALHO, 1988).

Defeitos da classe I, provavelmente, sdo causadas por mutacdes na regido da enzima
onde NADP+ ou G6P se liga. A base genética para as outras classes é desconhecida.
Deficiéncias de Classe | sdo raras e podem ser graves o suficiente para causar dependéncia de
transfusdo. Eritrocitos desses pacientes tém uma vida Gtil consideravelmente menor que a dos
eritrocitos saudaveis, mesmo quando eles ndo estdo expostos ao estresse oxidativo (PETERS;
VAN NORDEN, 2009).

Os pacientes com classe Il, Ill, 1V sdo geralmente assintomaticos. Deficiéncias da
classe 111 sdo os defeitos mais comuns e a hemdlise, que ocorre devido a presenca de um
agente que leva ao estresse oxidativo € auto-limitante nesta classe, apenas os eritrocitos mais
velhos ndo tém G6PD ativo suficiente para compensar episddios de estresse oxidativo, a
variante G-6-PD A- é classificada como do tipo Il (BEUTLER; DUPARC 2007). Ja a
Mediterranea é classificada como de classe Il, estas sdo geralmente assintomaticas, mas
ambos os eritrocitos jovens e velhos sdo suscetiveis ao estresse oxidativo. Hemolise nesta
classe é muito mais grave e ndo é auto-limitante pois a hemolise cessa somente apos a
remocdo do agente causador de estresse (PETERS; VAN NORDEN 2009).

Esses agentes causadores de aumento do estresse oxidativo podem ser varias drogas e
produtos quimicos, tais como a primaquina e dapsona, a ingestdo de favas, e stress (por
exemplo, infeccdo) podem induzir a anemia hemolitica nesses individuos (PETERS; VAN
NORDEN, 2009). Pois a producdo reduzida de NADPH ndo é suficiente para neutralizar o
aumento do stress oxidativo (MANGANELLI et al., 2013) prejudicando sua capacidade de

eliminar os perdxidos lipidicos e H,O, (JAMURTAS et al., 2006) o que acarreta na oxidacao
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de numerosos compostos essenciais para sobrevivéncia da heméacia (como grupamentos tidis
de proteinas de membrana), formacdo de corpos de Heinz, aumento do calcio intra-
eritrocitario e finalmente hemdlise da célula (ABBOUD; AL-AWAIDA. 2010).

Isso ocorre pois, como foi dito anteriormente, o NADPH é um modelador critico do
potencial redox intracelular (Paglialunga et al. 2004). Catalase, uma enzima antioxidante que
converte o peréxido de hidrogénio a agua e oxigénio, € NADPH independente, mas um sitio
alostérico essencial de ligacdo para NADPH mantém catalase na sua conformacao mais ativa
e a protege contra a toxicidade do per6xido de hidrogénio, inibindo sua inativacdo
(KIRKMAN; GAETANI, 1984; ZHANG et al., 2010).

Também é utilizado pelos sistemas tiorredoxina e glutationa para regenerar as formas
reduzidas que entdo serdo utilizadas em fungdes antioxidantes (ZHANG et al., 2010). A
glutationa quando oxidada (GSSG), é convertida de volta para a glutationa reduzida (GSH)
pela glutationa redutase (GR), utilizando NADPH (Sobhakumar et al. 2012), como mostrado
abaixo (Figura 5). No caso das Prdx 1-cys a glutationa parece ser seu agente redutor
(FISHER, 2011).

NADPH

H20;
[ =D
GS5G
NADP*

Figura 5. Ciclo da glutationa peroxidase. NADPH é utilizado pela glutationa redutase (GR) para reduzir
glutationa oxidada (GSSG) a glutationa reduzida, esta entdo sera utilizada como substrato pela glutationa
peroxidase (GPx) para eliminar o peréxido de hidrogénio (Peter e van Norden, 2009)

A descricdo mais geral do sistema tiorredoxina (Trx) é o seu papel como proteina
dissulfeto redutase. A enzima funciona tomando elétrons de NADPH e via TrxR
(Tiorredoxina redutase) estes séo transferidos para o sitio ativo da Trx, que é a dissulfeto
redutase geral. Este sistema é utilizado para que as Prdx do tipo 2-cys possam decompor outra
molécula de peroxido (HOLMGREN; LU, 2010) (Figura 6).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2762880/#bib24
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NADP*
Trx H,O4
TrxR Prx
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Figura 6. Ciclo da tiorredoxina e tiorredoxina redutase. NADPH ¢é utilizado pela Tiorredoxina
redutase (TrxR) para reduzir tiorredoxina oxidada (TrxO) a tiorredoxina (Trx), esta entdo ira reduzir a
peroxirredoxina e esta consumira o peroxido de hidrogénio (PETER; VAN NORDEN, 2009).

Como visto, 0 NADPH € essencial no ciclo catalitico das PRDX, entretanto a relacao
com estas proteinas na deficiéncia de G6PD ainda ndo foi explorada.

1.4.2. Hemoglobinopatia SC
Como dito anteriormente, o individuo adulto normal apresenta hemoglobina com

quatro cadeias polipeptidicas, sendo duas alfa (o) e duas beta (B) (ZAGO et al. 2001).

Porém, podem ocorrer algumas alteracdes que modificam a estrutura da hemoglobina
e outras nas quais uma ou mais cadeias globinicas sdo sintetizadas a uma taxa reduzida. O
primeiro grupo é chamado de hemoglobinopatias estruturais e o segundo, de talassemias
(WEATHERALL,; CLEGG, 1999).

Em funcdo da miscigenacdo da populacéo brasileira, houve disseminacdo dos genes
que dao origem as hemoglobinas variantes e determinam estas hemoglobinopatias e
talassemias. (NAOUM, 1997; ZAGO; PINTO, 2007). Dentre as hemoglobinopatias
estruturais, a doenca falciforme, grupo de doencas que incluem individuos com anemia
falciforme (hemoglobina - Hb SS) e distarbios heterozigotos compostos (Hb SC, Hb SD, etc.)
¢ a patologia hereditaria monogénica mais frequente e a mais impactante no mundo
(PEREIRA et al. 2013).

A hemoglobina S € o resultado de uma mutacdo no gene da beta globina, onde ocorre
a substituicdo de uma Unica base nitrogenada no codon 6 do gene de beta globina, adenina (A)
substituida por uma timina (GAG—GTG), resultando na substituicdo do acido glutdmico pela
valina (STEINBERG, 2001).
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A hemoglobina S (a2/BS2) tem propriedades fisico-quimicas diferentes da
hemoglobina normal devido & perda de duas cargas elétricas por molécula de
hemoglobina(em razdo da perda do &cido glutdmico). A hemoglobina mutante apresenta
diferente estabilidade e solubilidade, quando a Hb S é desoxigenada ocorreuma interacdo
hidrofébica com outras moléculas de hemoglobina, desencadeando uma agregacdo em
polimerosque resulta em alteragfes na estrutura da hemécia, levando a deformacéo, que em
altima instancia desenvolve a forma de foice (do inglés sickle) que é a caracteristica
morfoldgica principal da doenca, e o enrijecimento da membrana celular responséaveis pela
vaso oclusdo e a lesdo tecidual que representam os principais eventos fisiolégicos ligados a
doenca (BUNN; FORGET, 1986; ROSSE et al., 2000).

Ja a doenga da hemoglobina SC (HbSC) é uma condicdo heterozigotica, na qual um
dos alelos possui a mutagdo descrita acima, responsavel pela formacdo da HbS, e o outro
possui uma mutacdo diferente, porém na mesma posicéo, e que causa a substituicdo do acido
glutdmico por uma lisina formando a hemoglobina C (NAOUM, 1997). Os pacientes
heterozigotos para HbS e HbC (HbSC) constituem cerca de um ter¢o dos casos de doenca
falciforme, tornando o genotipo HbSC a segunda forma mais comum de anemia falciforme
(DALIBALTA et al. 2010).

Os pacientes com Hb SC sao duplos heterozigotos herdando um gene BS-globina de
um parental e um gene BC-globina do outro. Os eritrocitos destes individuos geralmente
contém cerca de 50% das células falciformes Hb S, 50% de Hb C e nenhuma Hb A (BUNN et
al., 1982). Na doenca HbSC, onde as concentracfes iguais de HbS e HbC coexistem, HbC
aumenta as propriedades patogénicas de HbS, resultando em uma desordem clinicamente
significativa (NAGEL; FABRY; SETEINBERG, 2003).

A HbC induz a perda de K+ (potassio) e de agua, logo, o eritrocito tende a
desidratacdo e cristalizacdo, que é a base da patofisiologia da doenca de HbC. Mecanismos
similares contribuem para a patologia da doenca de HbSC com a adicdo de que nesta, a
presenca da HbC intra-eritrocitico aumenta a concentra¢do de hemoglobina intracelular pela
perda de agua e de K +, aumentando a tendéncia de HbS a polimerizar. O aumento da
polimerizacdo da Hb S amplificara o efeito da HbS 50% contida nestas células. E este efeito é
em grande parte responsavel pela patologia observada (NAGEL; FABRY; SETEINBERG,
2003).
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Os pacientes com HbSC tem uma anemia hemolitica ao longo da vida de gravidade
moderada e podem desenvolver episodios vaso-oclusivos e danos a 6rgdos similares aos
observados na anemia falciforme (BUNN et al., 1982). Osteonecrose do 0sso € quase tao
comum, retinopatia proliferativa falciforme é muito mais prevalente na HbSC doenca do que
na anemia falciforme. E o tempo de vida de pacientes com doenca de HbSC é reduzido
quando comparado com as populac6es de controle (NAGEL; FABRY; SETEINBERG, 2003).

Acredita- se que, no caso da anemia falciforme, os eritrocitos falcizados estejam sob
constante estresse oxidativo e, assim liberem produtos de degradacdo da HbS (complexos Fe
2+ e Fe 3+), que atacam a membrana eritrocitaria e catalisam a destrui¢do de hidroperoxidos
lipidicos (BECKER et al., 2004). Porém, nada foi descrito sobre o efeito desse estresse e a
defesa antioxidante das peroxirredoxinas em pacientes com doenca falciforme por

hemoglobina SC.

1.5. Defesas antioxidantes

A exposicdo a radicais livres, a partir de uma variedade de fontes levou os organismos
a desenvolver uma série de mecanismos de defesa. Os mecanismos de defesa contra o estresse
oxidativo induzido por radical livre envolvem: (i) mecanismos de prevencdo, (ii) 0s
mecanismos de reparo, (iii) as defesas fisicas, e (iv) as defesas antioxidantes. As defesas
antioxidantes podem ser classificadas nas categorias ndo-enzimaticas e enzimaticas. Defesas
antioxidantesndo-enzimaticas s@o representadas por acido ascorbico (vitamina C), a-tocoferol
(vitamina E), glutationa (GSH),carotendides, flavonoides, e outros antioxidantes. E as
enzimaticas incluem a superdéxido dismutase(SOD), glutationa peroxidase (GPx), catalase
(CAT). Além de proteinas redox como as tiorredoxinas e peroxirredoxinas. (VALKO et al.
2007; BIRBEN et al. 2012). As defesas enzimaticas estdo abaixo descritas:

1.5.1. Superdxido dismutase (SOD)

Superéxido dismutase (SODs) sdo metaloenzimas encontradas amplamente
distribuidas em células procariotas e eucariotas (FRIDOVICH, 1995). A SOD existe em
varias isoformas, diferindo na natureza do metal no seu sitio ativo, aminoacidos constituintes,

bem como o seu nimero de subunidades, cofatores e outros recursos. Nos seres humanos, ha
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trés formas de SOD: CuzZn-SOD que € citosdlica, Mn-SOD mitocondrial, e a SOD
extracelular (EC-SOD) (MATES; PEREZ-GOMES; CASTRO, 1999).

Uma vez que é o anion superoxido é a espécie reativa de oxigénio priméaria produzida
a partir de uma variedade de fontes, a sua dismutacdo pela SOD é de importancia priméria
para cada célula (BIRBEN et al., 2012). Assim, a SOD constitui 0 primeiro passo enzimatico
que desempenha um papel fundamental no controle celular do anion superoéxido, catalisando a
dismutacédo deste a oxigénio e peroxido de hidrogénio (AL-GUBORY; FOWLER; GARREL,
2010). Como mostrado abaixo:

Sod

2 Ope- + 2H+902 + H,0,

SOD destroi O2+- com taxas de reacdo extremamente altas, por oxidacdo e reducédo
sucessiva do ion de metal de transi¢do no sitio ativo em um mecanismo do tipo "ping-pong”
(MATES; PEREZ-GOMES; CASTRO. 1999). A reacdo quimica do anion superéxido com o
grupo prostético de SOD comeca com a forma oxidada da enzima (Fe3 +, Cu2 + e Mn3 +,
respectivamente) ligando ao anion superoxido, adquirindo um proton e liberando oxigénio
molecular. A forma reduzida da enzima (Fe 2 +, Cu + e Mn2 +), em seguida, liga-se a um
segundo anion superoxido e um proton, para libertar H202 e retornar ao seu estado oxidado
(JOHNSON; GIULIVI, 2005).

O controle da producdo de H,O, é 0 segundo passo enzimaticoque desempenha um
papel vital contra a propagacao de ROS (AL-GUBORY; FOWLER; GARREL, 2010).

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

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

1.5.2. Catalase

A catalase foi a primeira enzima antioxidante a ser caracterizada e catalisa a conversao
de perdxido de hidrogénio em &gua e oxigénio (YOUNG; WOODSIDE, 2001). E é uma
enzima presente nas células de plantas, animais ebactérias aerébicas (VALKO et al., 2006). A

catalase apresenta-se como um tetramero composto de quatro mondmeros idénticos, cada um
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dos quais contém um grupo heme no local ativo. Também se liga NADPH como um
equivalente redutor para evitar a inativagdo oxidativa da enzima por H,O, (BIRBEN et al.
2012).

Esta enzima é extremamente eficiente e pode decompor milhGes de moléculas de H,0;
por segundo (~10"M/Sec). A maior atividade esta presente no figado e eritrécitos, mas pode
ser encontrada em todos os tecidos (YOUNG; WOODSIDE, 2001). Nos eritrocitos, a catalase
protege a hemoglobina através da remocdo de mais da metade do peréxido de hidrogénio
gerado em eritrdcitos humanos normais, que estdo expostos a concentracfes de oxigénio
substanciais (GAETANI et al., 1989).

A catalase é mais eficaz na presenca de concentrac@es elevadas de H,O,. No entanto,
na presenca de baixas concentracGes quer de H,O, ou outros peroxidos, o sistema glutationa
desempenha um papel critico (COMHAIR; ERZURUM, 2002), atua conservando 0S grupos
sulfidrilas (SH), necessarios a manutencédo da integridade da membrana eritrocitaria, evitando
desta forma a oxidacdo da hemoglobina, consequientemente a formagéo de corpos de Heinz. A
formacdo de corpos de Heinz no interior do eritrécito promove sequestracdo esplénica, com
encurtamento do tempo de vida do eritrécito podendo levar a uma anemia hemolitica
(BEUTLER, 1981).

1.5.3. Glutationa Peroxidase

O sistema de glutationa € um mecanismo fundamental para a reducdo de H,0,. Ele
complementa catalase como um sistema de reducdo para H,O,, mas excede catalase na sua
capacidade de eliminar outras variedades de peroxidos toxicos (COMHAIR; ERZURUM,
2002).A glutationa peroxidase é uma familia de enzimas tetraméricas que contém um residuo
de selenocisteina nos seus sitios ativos. Esta utiliza tiois de baixo peso molecular, por
exemplo a GSH (glutationa), como doador de elétron, para reducdo do peroxido de hidrogénio
(1) e outros perdxidos (2) a 4gua ou seus alcoois correspondentes (COMHAIR; ERZURUM,
2002; VALKO et al. 2006; BIRBEN et al. 2012).
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Conforme representacdo abaixo:

Gpx
(1) 2GSH + H,0, > GSSG + 2H,0

Gpx

(2) 2GSH + ROOH > GSSG + ROH + H,0

Como podemos ver a GSH é entdo oxidada a GSSG (glutationa oxidada). Esta sera
novamente reduzida a GSH pela glutationa redutase que usa NADPH gerado a partir da via
das pentoses fosfato como um doador de elétrons para esta reacdo, como explicado
anteriormente (COMHAIR; ERZURUM, 2002).

A distribuicdo subcelular predominante esta no citosol e mitocondrias, sugerindo que a
glutationa peroxidase € oprincipal limpador de peroxido de hidrogénio nestes compartimentos
subcelulares. Como vimos, a atividade da enzima é dependente da constante disponibilidade
de glutationa reduzida. Normalmente, a relacdo glutationa reduzida:glutationa oxidada €
normalmente mantida muito elevada como resultado da atividade da enzima glutationa
redutase. Logo, qualquer via de competicdo que utiliza NADPH (tal como a via da aldose-
redutase), ou deficiéncia na producdo deste, pode levar a uma deficiéncia de glutationa
reduzida e, portanto, prejudicar a acdo da glutationa peroxidase (YOUNG; WOODSIDE,
2001).

1.5.4. Peroxirredoxinas

As peroxirredoxinas (Prdxs) constituem uma familia de peroxidases que reduzem o
peréxido de hidrogénio, hidroperoxidos organicos e peroxinitrito.Para realizar a reducdo de
seus substratos as Prdx utilizam um residuo de cisteina conservada e altamente reativa,
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 resolucédo (CysR) (NEUMANN; CAO; MANEVICH, 2009).
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Baseado no mecanismo e do numero de cisteinas envolvidas durante a catalise as Prdx
podem ser classificadas em 2-Cys tipica, 2-Cys atipica, ou 1-Cys Prdx (LOW et al., 2007).Em
seres humanos ja foram descritas seis isoformas de PRDXs as quais podem ser encontradas
em diferentes compartimentos da célula: com PRDX 1, 2 e 6, sendo localizada principalmente
no citoplasma; PRDX 3 sendo restrita a mitocondria; PRDX 4, sendo encontrada
predominantemente no reticulo endoplasmatico (RE) e PRDX 5 estar presente no citosol ,
mitocdndrias e peroxissomos (RHEE et al., 2012). PRDXs de 1 a 4 sdo 2- Cys tipica,
homodiméricas e contém ambos os residuos de cisteina N- terminal e C- terminal
conservados; PRDX 5 € do tipo 2- Cys atipica, funcionalmente monomérica e possui um
residuo de cisteina N-terminal conservado e outro C-terminal ndo conservado; a PRDX 6 é do
tipo 1- Cys, contém apenas um residuo de cisteina conservado na regido N-terminal e ndo
requer nenhuma cisteina adicional para a funcdo catalitica (WOOD et al., 2003; RHEE et al.,
2012).

A familia das peroxirredoxinas compartilha 0 mesmo mecanismo catalitico (BELL;
HARDINGHAM, 2011), a qual a reducdo dos perdxidos se inicia pelo ataque da cisteina
peroxidasica (Cysp-SH), a um atomo de oxigénio do perdxido, que leva a clivagem
heterolitica da ligagcdo O-O. E formado, entdo, um &cido sulfénico na cisteina peroxidasica
(Cysp-SOH). A etapa subsequente depende do tipo de peroxirredoxina (MONTEIRO et al.
2007).

Nas peroxirredoxinas do tipo 2-Cys a Cysp-SOH € atacada por uma segunda cisteina,
denominada cisteina de resolucdo, de outra subunidade da enzima o que leva a formacao de
um dissulfeto intermolecular estavel e liberacdo de H,O, este dissulfeto pode ser reduzido por
um redutor tiol dependente, tiorredoxina (Figura 7A).No caso das PRDXs 2-Cys atipicas, a
CysR esta localizada na mesma cadeia polipeptidica e a reacdo com a CysP resulta na
formacdo de uma ligacao dissulfeto intramolecular, que também € reduzido pela Trx como em
2-Cys Prx tipica (NETTO; STADTMAN, 1996; WOOD et al., 2003; RHEE et al., 2012)
(Figura 7B). Em comparacdo, a PRDX 2-Cys atipica existe como um monémero com ambos
residuos Cys na mesma molécula, no caso da PRDX 2-cys tipica, esta existe como um
homodimero. A PRX 1-Cy, Prdx 6, ndo contém uma cisteina de resolucdo e ndo podem
ser reduzidas por Trx, porém, podem ser reduzidas por outros agentes, potencialmente
glutationa (BELL; HARDINGHAM, 2011).
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Para que as PRDXs possam decompor outra molécula de peroxido, precisam ser
novamente reduzidas. As PRDXs sdo entdo reduzidas pela tiorredoxina (Trx), a qual possui
duas cisteinas vicinais localizada em um motivo Cys-X-X-Cys (em que X representa qualquer
outro aminodcido). Apds a reducdo das PRDX, as cisteinas de Trx sdo oxidadas a dissulfeto e
sdo reduzidas pelas tiorredoxinas redutases (TrxRs) utilizando equivalentes redutores
provenientes do NADPH. J& a PRDX6, tem como seu redutor fisioldgico a glutationa (GSH),
na presenca da isoforma Pi da GST (Glutationa S transferase) (HOLMGREN; LU, 2010;
OLIVEIRA et al., 2010) (Figura 4C)

Quando as PRDXs 2-Cys tipicas sdo expostas a altas concentragdes de peroxido, o ataque
do acido sulfénico (CP-SOH) por outras moléculas de peréxido ndo possibilita a formacdo do
dissulfeto com a CysR. Logo a CysP fica superoxidada, assumindo a forma de cisteina acido
sulfinico (CP-SO2H) ou acido sulfénico (CP-SO3H). Estas enzimas superoxidadas se
oligomerizam e formam decameros ou oligbmeros de maior massa molecular que podem
apresentam atividade de chaperona molecular e ter funcéo de sinalizador celular (JANG et al.,
2004; RHEE; CHAE; KIM, 2005; VIVANCOS et al. 2005).

Esta superoxidacéo resulta na perda da funcdo de peroxidase dessas enzimas, visto que, a
Trx ndo pode reduzir estes intermediarios. Porém, outra enzima de baixo peso molecular
dependente de ATP, Mg2+ e um tiél, denominada sulfirredoxina (Srx) consegue reativar a
atividade peroxidasica das PRDXs. Entretanto, a Srx é capaz de reduzir somente a cisteina
acido sulfinico (CP-SO2H), ndo sendo conhecido até o0 momento, nenhum redutor bioloégico
para a forma CP-SO3H (BITEAU; LABARRE; TOLEDANO, 2003) (Figura 7A).
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Figura 7. Mecanismos de reacdo das peroxirredoxinas. Inicialmente, a CysP-SH ataca um atomo de H202
formando &cido sulfénico na a CysP (CysP-SOH). (A) PRDXs 2- Cys tipicas, o &cido sulfénico formado na CysP
reage com a CysR de outra subunidade da enzima formando uma ligacao dissulfeto intermolecular que pode ser
reduzida pela Trx. Adicionalmente, quando as PRDXs 2-Cys tipicas sdo expostos as elevadas concentracdes de
perdxido a CysP fica superoxidada e assume a forma de cisteina acido sulfinico (CP-SO2H) ou &cido sulfénico
(CP-SO3H), os quais ndo sao reduzidos pela Trx, necessitando de outro redutor, a sulfirredoxina. Entretanto, esta
enzima é capaz de reduzir somente a forma CP-SO2H, ndo sendo conhecido redutor biol6gico para CP-SO3H até
0 momento (B) PRDXs 2-Cys atipicas, a CysR esté localizada na mesma cadeia polipeptidica e a reacdo com a
CysP resulta na formagéo de uma ligacéo dissulfeto intramolecular, a qual também pode ser reduzida pela Trx.
(C) PRDXs 1- Cys, possuem apenas a CysP, o &cido formado durante a oxidacdo é reduzido por um tiol externo
como a GSH. Figura extraida de RHEE et al., 2012.

1.6. Relevancia bioldgica das peroxirredoxinas

Dentre as trés classes de enzimas celulares capazes de decompor o hidroperoxidos, as
PRDX e as Gpx se destacam, entretanto, as PRDX se destacam ainda mais pela abundancia e
grande reatividade com os substratos (KANG et al, 2005). Estas enzimas sdo

verdadeiramente ubiquas tendo sido identificados em leveduras, células vegetais e animais,
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incluindo tanto a protozoarios e parasitas helmintos, e a maioria, se ndo todas, eubactérias e
archaea (WOQOD et al., 2003).

Estdo entre as dez proteinas mais abundantes em Escherichia coli, compdem entre 0,1-
0,8% das proteinas soltveis em outras células de mamiferos (RINALDUCCI et al., 2011) e
estdo entre as 10 proteinas mais expressas em determinados tipos celulares (WOOD et al.,
2003; RHEE et al., 2005) como por exemplo no eritrdcito, onde a peroxirredoxina 2 (PRDX2)
é tdo abundante que foi identificada nestas células, antes mesmo que a atividade antioxidante
desta proteina fosse descrita (HARRIS, 1969). Os eritrocitos também possuem PRDX1 e
PRDX6, embora em menor quantidade do que PRDX2. Sendo que, esta ultima representa a
terceira proteina mais encontrada nestas células, apés hemoglobina e anidrase carbdnica
(RINALDUCCI et al., 2011; LOW et al., 2008).

Trabalhos iniciais apontaram que as eficiéncias cataliticas para decomposi¢éo de H,0,
das PRDX (~10° M-1 s—1) eram menores que a da catalase (~10° M—1 s—1) ou glutationa
peroxidase (~10° M—1 s—1) (PARK et al., 2000). Porém, estudos recentes demonstram que a
constante de segunda ordem da PRDX com peréxidos pode alcancar entre 10” - 10° M-1 s-1
(OGUSUCU et al., 2007; MANTA et al., 2009; HORTA et al., 2010). Além disso, ja foi
demonstrado que as PRDX séo capazes de decompor peroxidos organicos e peroxinitrito com
alta eficiéncia, sendo que os ltimos com eficiéncia de até 1.4 x 10’ M-1 s-1 (JONSSON;
ELLIS; POOLE, 2007; MANTA et al.,, 2009; HORTA et al., 2010). Diversos estudos
apontam uma intima relacdo da regulacdo da expressdo das PRDX pela exposi¢cdo ou
producdo intracelular de H,O,, LOOH e ONOOH (NEUMANN; FANG, 2007; MOROT-
GAUDRY-TALARMAIN, 2009; STACEY et al., 2009).
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2. JUSTIFICATIVA

Comparado com outras celulas sométicas, 0s eritrocitos sdo expostos ao estresse
oxidativo de uma grande variedade de fontes. Além disso, 0s eritrocitos sdo incapazes de
sintetizar novas proteinas para substituir as danificadas durante a sua vida Gtil de 120 dias. Por
iSS0, nos eritrocitos existe a producdo abundante destas proteinas antioxidantes ao longo de
sua maturacdo (LOW et al., 2007). Durante muito tempo, considerou-se que catalase e
glutationa peroxidase (GPx) constituem a defesa do eritrocito contra peroxido de hidrogénio.
PRDXs foram descobertos ha relativamente pouco tempo, e poucos relatos cientificos
tem sido descritos referente ao seu papel antioxidante em eritrocitos (LOW et al. 2008).

Os poucos trabalhos existentes na literatura revelam que a importancia das PRDXs
deve ser acentuada nos eritrocitos. Como exemplos, Neumann e colaboradores (2003)
realizaram experimentos diminuindo a expressdo de PRDX1 em camundongos, e apesar de
serem viaveis e férteis tinham uma reduzida expectativa de vida por apresentarem anemia
hemolitica severa e canceres malignos aos nove meses de vida aproximadamente. A partir
desse trabalho foi sugerido que a anemia era causada pelo aumento de EROs nos eritrécitos e

a participacéo de tal gene como supressor de tumor.

Também em 2003, Lee e colaboradores estudaram camundongos com deficiéncia em
PRDX2, que € altamente expressa em todos 0s tipos celulares normais, e eles apresentaram
doenca hemolitica. Também foi detectado um aumento no nivel de EROs em fragdes mais
densas de globulos vermelhos. Nesse estudo identificou-se que a fungdo antioxidante da
PRDX2 é um fator critico para a fisiologia dos glébulos vermelhos (LEE et al. 2003). Tais
resultados sugerem que PRDX2 desempenha um papel importante na protecdo das células
vermelhas ao estresse oxidativo em camundongos. Em relacdo a PRDX3, localizada nas
mitocéndrias, foi demonstrado por Yang e colaboradores (2007), que a diferenciacdo de

células eritroleucémicas humanas pode ser regulada por essa proteina.

Curiosamente, apesar dos resultados relevantes descritos acima, ndo ha nenhuma
andlise sistematica do envolvimento destas proteinas em doencas eritrocitarias, como na
Deficiéncia de Glicose-6-Fosfato Desidrogenase e na hemoglobinopatia SC, entretanto os
argumentos citados anteriormente sugerem que o envolvimento destas proteinas podem ser

bastante relevantes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo central deste trabalho é avaliar a relacdo entre a expressdo das diferentes
peroxirredoxinas e os niveis de EROs gerados em reticuldcitos e eritrocitos de pacientes
portadores de deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase e hemoglobinopatia SC, comparando

com individuos sadios.

3.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar por meio de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR), o perfil de expressao génica
dos seis membros das peroxirredoxinas em reticuldcitos de pacientes com deficiéncia de glicose-
6-fosfato desidrogenase e pacientes com hemoglobinopatia SC, comparando com individuos

sadios;

3. Verificar a expressdo protéica das peroxirredoxinas,através de western blotting em hemacias de

pacientes comparando com controles;

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

nestes pacientes.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Pacientes e controles

Foram selecionados pacientes com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase e
pacientes com hemoglobinopatia SC diagnosticados pela Fundacdo Hemocentro de
Pernambuco - HEMOPE. Para a extracdo de reticulocitos, o sangue foi coletado em tubos
contendo anticoagulante EDTA e mantido refrigerado até o momento do processamento.
Amostras de sangue periférico de individuos saudaveis foram usadas como controles, este
grupo foi composto por doadores voluntarios.

Alguns dados, como idade, sexo, tabagismo, alcoolismo, ou qualquer atividade que
pode estar relacionada com o aumento de EROs foram solicitados aos pacientes e controles
(Anexo 1).
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4.2. Aspectos éticos da pesquisa

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio de
Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco — Hemope (registro CEP: 028/2011).

Todos os individuos somente foram incluidos no estudo ap6s a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 2), aprovado pelo comité de ética da faculdade de
ciéncias medicas da Fundagdo HEMOPE.

4.3. Separacdo de Reticuldcitos

As amostras de sangue periférico (4mL) foram coletadas em tubo com EDTA (acido
etilenodiamino tetracético) e transferidas para tubo Falcon de 15mL. Apds centrifugacdo em
3.000 rpm, 10 minutos a 4°C, o plasma foi descartado e foi adicionado 5x o volume de
solucdo de lise de hemacias (0.144M NH.CI; 0.01M NH4HCO3). As amostras foram
incubadas 30 minutos em gelo, com agitacdo vigorosa a cada 5 minutos. Apos centrifugagéo
de 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C, o sobrenadante contendo hemacias lisadas e reticulocitos
foi transferido para novo tubo, homogeneizado com 1/10 de volume de uma solucdo de
Sucrose/KCI (1.5M Cji2H2,0;1; 0.156M KCI, filtrada ou preparada com H,O tratada com
DEPC) e centrifugado novamente 5.000 rpm por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante contendo
agora apenas reticulocitos foi transferido para novo tubo, tratado com700pul de Acido acético
10% e centrifugado 5.000 rpm 20 minutos a 4°C. O precipitado (pellet) foi entdo
ressuspendido e homogeinizado em 1mL de Trizol® (Invitrogen), que rompe as células,
dissolvendo os componentes celulares sem comprometer a integridade do RNA. Para testar a
eficiéncia da extracao e verificar possiveis contaminacdes com leucdécitos foi feita uma lamina
com o esfregaco do pellet obtido ao fim da extracdo (figura 8A) e como forma de comparacao
foi preparada uma lamina com leucdcitos (figura 8B). Ambas as laminas foram coradas com
panotico que permite a diferenciacdo entre estes dois tipos celulares pela coloracéo
diferencial. Posteriormente, uma lamina também preparada com pellet resultante da extracdo
de reticuldcitos foi corada com azul de crezil brilhante, evidenciando a eficiéncia do protocolo

de extracdo (figura 8C e 8D).
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Figura 8. Lamina de leucdcitos e esfregaco de reticulécitos. A) Para verificar possiveis contaminagdes com
leucdcitos durante a extracdo de reticuldcitos foi preparada uma Iamina com o esfregaco do pellet resultante apds
a extragdo. B) Para efeitos comparativos foi feita uma lamina contendo leucécitos. As laminas A e B foram
coradas com panético que permite a diferenciacdo entre leucécitos e eritrdcitos pela coloracdo diferencial. As
laminas apresentadas nas imagens C e D também foram preparadas com o esfregaco do pellet obtido com a
extracdo de reticuldcitos executada de acordo com o protocolo descrito acima e coradas com azul de cresil
brilhante, utilizado para corar reticuldcitos. A figura C possibilita a visualizagdo dos resquicios de RNA
precipitado que formam granulos. Estes granulos desaparecem quando o reticulocito completa a diferenciacdo
para eritrécito maduro (Romanello, K S. 2013). As laminas A, B e C foram observadas em aumento de 40x e a

1dmina D em aumento de 10x.

4.4. Extracdo de RNA

Para obtencdo do RNA de reticuldcitos utilizou- se o método de extragdo com o
Trizol® (Invitrogen) de acordo com as instrucbes do fabricante. A amostra contendo
reticulocitos e Trizol® foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente, a fim de que
houvesse completa dissociagdo dos complexos nlcleo-protéicos, foram adicionados 200uL de
cloroformio (CHCI3) e agitado vigorosamente utilizando vortex, sendo realizada nova
incubacdo por 3 minutos a temperatura ambiente.Apos centrifugacdo por 15 minutos a
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12.000g em temperatura de 4°C, o sobrenadante foi retirado e acondicionado em outro tubo,
procedendo imediatamente para a etapa de precipitagdo com 500uL de isopropanol
gelado.Ap6s homogeneizagdo, foi realizado nova incubagéo 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 & 4°C. Por fim, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado de RNA colocado para secar por 10 minutos a temperatura ambiente, sendo entéo
ressuspendido em &gua livre de RNasee incubado a 55°C por 10 minutos e posteriormente
colocado em gelo para solubilizagdo total do RNA. As amostras foram quantificadas em
espectrofotobmetro (NanoVue-GE Healthcare) e avaliadas quanto a integridade em gel
desnaturante de agarose.As amostras com qualidade adequada de RNA apresentavam integras
as duas subunidades ribossomais: 18S e 28S (figura 9). Apos a eletroforese, as amostras de
RNA foram armazenadas em freezer -80°C.

[
N
w
H
wn
()]

— G = )8 S
- L ]

Figura 9- Gel desnaturante de agarosea 1,2%. Amostras de RNA de reticuldcitos de pacientes com
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase e pacientes com doenga falciforme por hemoglobina SC, onde
pode-se ver as subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal. A visualizacdo das subunidades permite a

confirmacdo de integridade do material. As mesmas andlises foram realizadas para todos os RNAs extraidos.

4.5. Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para retirar possiveis contamina¢cdes do RNA com moléculas de DNA, 1,0pg de cada
RNA extraido foi tratado com 1,0 puLL da enzima DNAsel (Fermentas, ThermoScientific), 1,0
uL DNAsel reaction buffer com MgCI2 10X (Tris-HCI pH 8.4 200mM, MgCI2 20mM, KCI
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500mM), num volume final de 10uL. A reagdo foi incubada por 30 min a temperatura de

370C e paralisada com a adi¢do de 1,0 uL. de EDTA 50mM e incubagdo por 10 min a 650C.

A sintese do cDNA foi realizada a partir do RNA tratado com DNAsel, através da
reacao de transcricdo reversa, usando o kit High-Capacity cONA Reverse Transcription Kits
(Applied Biosystems). A amostra de RNA tratada, foi adicionado 2,0 L de 10X RT Buffer,
0,8 uL de 25X dNTP Mix (100 mM), 2,0 uL de 10X RT Random Primers, 1,0 pL de
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/pL), 1,0 uL de RNase Inhibitor, 3,2 uL de
Nuclease-free H,O. A sintese de cDNA foi feita a 25°C por 10 minutos, 370C 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 PCR- RT utilizando iniciadores (primers) para o gene endogeno beta
actina. A amplificacdo adequada deste gene indica uma boa sintese de cDNA como
evidenciado na figura 10.
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Figura 10. Teste de cDNA com o primer da beta actina. Apds a sintese de cDNA as amostras foram testadas
por PCR- RT utilizando o primer da beta actina. A amplificacdo desse gene confirmava a viabilidade da amostra

para andlises futuras.

4.6. Reacdo de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)
A deteccdo de amplificacdo em tempo real foi feita no equipamento Step One Plus

(Applied Biosystems) onde foi utilizado o reagente SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
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Biosystems), que emite sinal de fluorescéncia ao intercalar com DNA dupla- fita. Os primers
foram desenhados através do programa "Primer Express” (Applied Biosystems) e analisados
no programa Blast (www.ncbi.nIm.nih.gov/blast) para verificagdo das condi¢des de formacéo
de estruturas como grampos (hairpins) e dimeros (dimers). Como controle foi utilizado
primers para amplificacdo do gene da B-actina. 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. Apds a amplificacdo, a curva de melting foi determinada,
através da variacdo de temperatura de 95°C por 15s, 60°C por 1 min e novamente 95°C por
15s. Os primers utilizados neste estudo estéo listados na tabela.

A quantificacdo dos resultados se baseia na derivacéo da formula 2T, 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 diferencas na media de Ct entre os genes alvos e seus controles
endogenos. Apds, o 44Ct foi calculado em relagdo a uma situacdo considerada como

referéncia, que constitui a amostra calibradora. Em seguida, procede- se calculando o 24T,

4.7. Padronizacdes para o PCR quantitativo em tempo real

4.7.1. Concentracdo de Primer

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

primers (foward e reverse) nas concentracdes finais apresentadas na tabela 1.



Tabela 1. Matriz para Padronizagio da Concentracio Otima de Primers Foward e Reverse

Primer Reverse (nM)
-§ 100 150 300
I-L: = 100 100/ 100 100/ 150 100/ 300
- 150 150/100 150/ 150 150/ 300
< 300 300/100 300/ 150 300/ 300
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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 ndao apresentou formagdo de
dimeros, mesmo nos pogos com NTCs (no-template controls). Na tabela 2 estdo listadas as
sequéncias e concentracbes Otimas dos primers utilizados na amplificacdo dos genes de
estudo. As figuras 11, 12 e 13 mostram o exemplo do primer PRDX1, em que a concentragdo
que apresentou as melhores condi¢6es foi 300 Foward / 300 Reverse. O mesmo procedimento

foi realizado para todos os primers de PRDXs e para o gene enddgeno B-actina.
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Figura 11. Determinagdo da concentracdo 6tima dos primers foward e reverse PRDX1. A) curvas para as
diferentes concentracdes listadas na Tabela 1. B) duplicata da curva para a concentracdo escolhida (300F/300R),

a qual apresentou menor Ct, maior ARn, sem formac&o de dimeros.
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Figura 12. Curva de melting PRDX1. O pico Unico que aparece na figura proximo a 81°C mostra a

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

ocorréncia de dimeros.
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Figura 13. NTCs (no-template controls) PRDX1. A) A auséncia de amplificacdo no controle negativo indica
que ndo ha contaminacédo do primer . B) A Curva de melting ndo apresenta picos de amplifica¢do confirmando a

auséncia de contaminantes.
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Tabela 2. Sequéncias e concentragdes 6timas dos primers utilizados no real-time PCR (QRT-PCR)

Primer Sequéncia Concentracéo
PRDX1F TGTAAATGACCTCCCTGTTGG 300nM
PRDX1R TATCACTGCCAGGTTTCCAG 300nM
PRDX2F CTGTTAATGATTTGCCTGTGGG 100nM
PRDX2R TGGGCTTAATCGTGTCACTG 300nM
PRDX3F TCCCACTTTAGCCATCTTGC 100nM
PRDX3R GTAGTCTCGGGAAATCTGCTTAG 300nM
PRDX4F CGTTTGGTTCAAGCATTCCAG 300nM
PRDX4R CTTTTGGCGACAGACTTGAAG 150nM
PRDX5F AGAAGGGTGTGCTGTTTGG 100nM
PRDX5R TCATTAACACTCAGACAGGCC 100nM
PRDX6F TGCCACCCCAGTTGATTG 100nM
PRDX6F TTCACCAAAGAGCTCCCATC 100nM

TRXF TGGTGAAGCAGATCGAGAGCAAGA | 100nM

TRXR ACCACGTGGCTGAGAAGTCAACTA | 150nM
TRXR1F ATAGAAGGCAGGCAGCATCACACT | 300nM
TRXR1R TGACAGTTGTTCCATCACGCCCTA | 100nM

B ACTINA - F AGGCCAACCGCGAGAAG 150nM
B ACTINA -R ACAGCCTGGATAGCAACGTACA 150nM

4.7.2. Eficiéncia de Reacéo

Para que a reacdo de qRT-PCR seja confidvel e reprodutiva sdo necessarias condicdes
Otimas de reacdo, onde as amplificagdes apresentem 100% de eficiéncia a cada ciclo de
amplificacdo, ocorrendo duplicacdo da amostra. Apos determinadas as concentracGes ideais
dos primers foram realizadas diluicbes seriadas de uma amostra conhecida para avaliar a
eficiéncia do experimento, a qual é indicada pela inclinacdo (slope) da curva padrdo. Utilizou-
se diluicbes seriadas de amostras de cDNA de cultura de K562 (linhagem celular
eritroleucémica Ph+), que apresenta expressao de todos os genes analisados. Uma eficiéncia
de 100% resulta em uma curva padrdo com slope de -3,32. A eficiéncia de amplificacdo €
dada pela férmula E= 10(-1/slope)-1. Outros parametros como R2 e Y- intercept (ponto em
gue a curva corta 0 eixo Y) também sdo obtidos neste experimento e foram cuidadosamente
avaliados. Para ser considerado eficiente, um primer deve apresentar valor de eficiéncia entre
95 — 105%, R2 > 0,99, slope proximo a -3,32 e Y-intercept maior que 32 (Figura 14). A curva
de melting também foi analisada para verificar a formacdo de dimeros ou amplificacdes

inespecificas, representadas pelo aparecimento de mais de um pico (Figura 15). Depois de




obtidos e analisados os pardmetros citados é determinado um threshold que ser utilizado nas

analises posteriores.
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Figura 14. Teste de Eficiéncia da PRDX1 300F/300R. A partir da analise feita é possivel obter a eficiéncia do
primer, no caso exemplificado de 101,702%, com um R2 de 0,997, em um threshold de 0,082963.
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Figura 15. Curva de melting da PRDX1. O pico Unico que aparece na figura proxima a 82°C mostra a
especificidade da amplificacdo, em que picos a temperaturas distintas indicariam bandas inespecificas ou

ocorréncia de dimeros.
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Para todos os primers citados anteriormente foi realizado o mesmo procedimento, e na

tabela 3 estd identificado os pardmetros de maior importancia.

Tabela 3. Parametros de importéancia para os primers caracterizados.

Primer Threshold Eficiéncia Slope
BAC 0,100616 97,441 -3,385
PRDX1 0,082963 101,702 -3,382
PRDX?2 0,068407 98,044 -3,37
PRDX3 0,036544 95,097 -3,445
PRDX4 0,034823 95,112 -3,445
PRDX5 0,103905 98,27 -3,364
PRDX6 0,064225 100,324 -3,314
TRX 0,075392 94,331 -3,466
TRXR1 0,071463 96,362 -3,412

4.8. Western blotting

A andlise diferencial da abundancia protéica foi avaliada atraves da técnica de western

blotting para verificar se existe correlagdo entre os niveis de RNA mensageiro e a das

proteinas.

4.8.1. Extracéo e quantificacdo de proteinas

As proteinas totais foram extraidas da papa de hemécias de pacientes e controles.

Amostras de sangue periférico (4mL) foram coletadas em tubo com EDTA e transferidas para

tubo Falcon de 15mL. Apds centrifugacdo em 3.000 rpm, 10 minutos a 4°C, o plasma e o

buffy coat foram descartados e foi adicionado 5x o volume de solucdo de lise de hemacias
(0.144M NH,4CI; 0.01M NH4HCO3). As amostras foram incubadas 40 minutos em gelo, com

agitacdo vigorosa a cada 5 minutos. Apds centrifugacdo de 12.000g por 20 minutos a 4°C, o

sobrenadante contendo hemacias lisadas foi transferido para novo tubo e as proteinas foram

quantificadas no espectrofotdmetro iMark™ Microplate Absorbance Reader (Bio- Rad) de

acordo com o método de Bradford. Apos estabelecer a mesma concentracdo de proteinas para

todas as amostras (100 pg/poco) as amostras foram preparadas com tampdo de corrida

conforme o tipo de western, redutor ou ndo-redutor.
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4.8.2. Preparo da amostra para western redutor

Foi adicionado as amostras tampdo desnaturalizante de Laemmli (100mM tris-HCI
pH6.8, 4% p/v SDS, 20% v/v glicerol, 0,2% de azul de bromofenol e DTT) e estas foram
desnaturadas em banho-maria a 100°C por 5 min. E entéo corridas em gel de poliacrilamida
SDS.

4.8.3. Preparo da amostra para western ndo-redutor

Para esta analise foi feito previamente um tratamento das amostras para que
ndo houvesse oxidacdo das PRDX durante o procedimento de extracdo e as amostras
estivessem em suas condi¢Oes naturais. Entdo, foi adicionado ao tampéo de lise, 0 NEM
10mM (agente alquilante de tiol) que se liga as cisteinas ndo permitindo a ligacdo dos
peréxidos; DTPA100uM (quelante de metal) para impedir a reacdo de fenton e oxidacdo da
hemoglobina; e azida sddicallOpM para promover a inativagdo da catalase, assim esta ndo
consumiria o peroxido de hidrogénio existente na amostra. Em seguida as proteinas foram
extraidas e quantificadas conforme explicacdo anterior e corridas com tampdo de Laemmli
sem DTT.

4.8.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS e Western Blot

As proteinas foram separadas por SDS-PAGE em condi¢cfes desnaturantes e redutoras.
Os géis de poliacrilamida utilizados na eletroforese possuiam 4 % (gel de entrada) ou 12%
(gel de separagao), com 1,0 mm de espessura. Foram adicionados 50ug de proteina por poco.
A eletroforese foi realizada com o marcador de peso molecular (10 — 170kd) PageRulerTM
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific), para possibilitar a identificacdo por peso
molecular das proteinas de interesse. A corrida foi realizada a 150volts, em um tempo de
aproximadamente 1 hora e 30 min. (The Mini Trans-Blot cell - Bio- Rad). O tampéao de
corrida utilizado (750ml) era composto por Trisma base (25 mM), glicina (192 mM) e SDS
(0,1 g%). Apds a corrida, o gel foi incubado em tampéo de transferéncia (48mM Tris, 39mM
glicina, 20% v/v metanol) por 30 minutos, a membrana e os filtros de transferéncia também

foram incubados no tampéo citado acima por 5 minutos.

As proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Bio- Rad) a 12
Volts durante 90 minutos pelo método semi- seco (Trans-Blot SD semi-dry cell — Bio-
Rad),somente no caso do western nao-redutor, as proteinas foram transferidas pelo método
submerso (Bio- Rad) para melhor visualizacdo de proteinas de tamanhos maiores. Em

seguida, a membrana foi bloqueada overnight com 9% p/v de leite desnatado em TBS-T
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(50mM Tris, 150mM NaCl, pH=8, contendo 0,1% v/v de Tween 20). Ao fim do bloqueio, a
membrana foi lavada com TBS-T por 4X de 5 min cada e incubada com anticorpo primario
(listados na tabela) por 4 horas em temperatura ambiente sob agitacéo, a seguir a membrana
foi novamente lavada com TBS-T por 4X de 5 min. cada e incubada com anticorpo
secundério conjugado com a enzima HRP (listados na tabela 4) por 2 horas em temperatura
ambiente sob agitagdo. Todos os anticorpos foram diluidos em solucdo tampdo TBS-T.

Depois de lavada (TBS-T por 4X de 5 min. cada), a membrana foi incubada com um
reagente de deteccdo da atividade da HRP (AmershamTM ECL TM Prime Western Blotting
Detection Reagent - GE Healthcare ) por quimioluminiscéncia de acordo com as instrucées do
fabricante. As bandas foram visualizadas e fotografados usando o aparelho ChemiDoc da Bio-
Rad por curtos intervalos de tempo para obtencdo de uma imagem adequada. A analise

densitométrica foi realizada utilizando o programa Image J.

Tabela 4. Anticorpos utilizados na técnica de western blotting

Anticorpo Tipo Reatividade | Hospedeiro Diluigio Fornecedor
Primdrios
Anti- PEDX1 Menoclonal | Human Mouse 1: 5.000 Abnova
Anti- PRD2 Monoclonal | Human Mouse 1: 5.000 Abnova
Anti- PRDX3 Monoclonal | Human Mouse 1: 5.000 Abnova
Anti- PEDX4 Menoclonal | Human Mouse 1: 5.000 Abnova
Anti- PEDXS Menoclonal | Human Mouse 1: 5.000 Abnova
Anti- PRDX6 Monoclonal | Human MMouse 1: 5.000 Abnova
Anfi- GAPDH Policlonal | Human, Dog, | Goat 1: 4.500 Biorbyt
mouse
Secunddnios

Goat anti-Mouse | Policlonal | Mouse Goat 1: 200000 Biorbyt
IzG (HEF)

Fabbit anti-Goat | Policlonal | Goat Babbit 1: 200000 Biorbyt
Iz (HEF)

4.9. Andlise estatistica
Os dados sdo apresentados com média + SEM e foram comparados com teste t Mann
Withney utilizando o GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc.). Valores de p <0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS

5.1. Andlise da expressdo génica da familia de peroxirredoxinas em reticuldcitos de
individuos sadios e com Deficiéncia de Glicose-6-fosfato desidrogenase

Em todos os grupos estudados detectou- se a expressdo apenas das isoformas das
PRDXS 1, 2, 5e 6. As isoformas de PRDX3 e PRDX4 ndo foram encontradas nos reticuldcitos
de nenhum dos grupos. A expressdo Qénica das peroxirredoxinas foi analisada nos
reticulécitos dos seguintes grupos: individuos sadios (controle; n= 7), pacientes com
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD; n= 8). Os resultados obtidos mostram

que ndo ha diferenca estatistica em nenhuma das peroxirredoxinas analisadas (Figura 16)
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Figura 16. Analise da expressdo génica das peroxirredoxinas em reticuldcitos de individuos sadios e com
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase. Néo foi encontrada diferenca significativa entre individuos
sadios e deficientes em G6PD na expressdo das peroxirredoxinas analisadas por qRT-PCR (A) PRDX1
(p=0,2810), (B) PRDX2 (p=0,3969), (C) PRDX5 (p=0,4634), (D) PRDX6 (p=0,1520). O trago representa a

mediana dos resultados.

5.3. Analise protéica das peroxirredoxinas no lisado celular de individuos sadios e com

Deficiéncia de Glicose-6-fosfato desidrogenase
Foram analisadas as peroxirredoxinas 1, 2 e 6; a PRDX3, PRDX4 e PRDX5 ndo foram

detectadas no lisado celular de pacientes e controles. Como controle enddgeno foi utilizado o

GAPDH (Figura 17).
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Figura 17. Analise de western blotting em controles e pacientes com deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase. Andlise de membranas com diferentes amostras, sendo que nas membranas a,b e ¢ os individuos
de 1 a 4 sdo individuos sadios. E os individuos de 5 a 7 sdo os pacientes com deficiéncia de glicose-6-fosfato
desidrogenase. As membranas a2,b2 e c2, apresentam outros individuos sadios de 1 a 4.. E os individuos em a2,b2
e c2 de 5 a 7 sdo outros pacientes com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase. As membranas a e a2
mostram a expressao da PRDX1, as membranas b e b2 a expressdo de PRDX 2 e as membranas ¢ e ¢2 mostram a
expressdo da PRDX 6, cada uma tem como controle endégeno o GAPDH.
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Figura 18. Andlise densitométrica das amostras de individuos sadios e deficientes em G6PD. Gréficos
mostrando o nivel de expressdo relativa de PRDX1, 2 e 6, resultante da densitometria realizada com o
agrupamento de individuos controle e deficientes em G6PD e comparagdo da expressdo destas proteinas entre os
grupos apos analise de western blot.
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Foi observada uma diminuicdo da expressio de PRDX1 nos individuos G6PD
deficientes em relacdo aos individuos controle. Porém, ndo houve diferenca de expressao
significativa para PRDX2 e PRDX6 (FIGURA 18).

5.4. Anélise do estado redox das peroxirredoxinas no lisado celular de individuos sadios
e pacientes com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase

Devido a auséncia de diferenca de expressao significativa para PRDX 2, realizamos o
western ndo-redutor das amostras de individuos sadios e com deficiéncia de G6PD, para
verificar se essa proteina apesar de expressa em mesma quantidade ndo estaria inativa nos
pacientes devido ao estresse oxidativo, ou seja, verificar o estado de oxidagdo das PRDX 2, e
também analisamos PRDX 1 que por ser 2-cys tipicas, assim como PRDX2, forma dimeros
quando oxida, logo saberiamos se estas proteinas estariam reduzidas ou ativas (monémericas),
ou entdo oxidadas ou inativas (diméricas). O resultado mostrou maior quantidade de
mondmeros nos individuos sadios e maior quantidade de dimeros nos pacientes deficientes em
G6PD tanto na analise feita de PRDX1 quanto a de PRDX2 (figura 19A e 19B)
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Figura 19. Andlise por western blotting ndo-redutor do estado redox das peroxirredoxinas em controles e
pacientes com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase. Os resultados mostram maior quantidade de
mono6meros(M) nos controles (1-4) e maior quantidade de dimeros(D) nos pacientes com deficiéncia de G6PD (5-

9) tanto na andlise feita para PRDX1 (A) quanto para analise feita com PRDX2 (B).

5.5. Analise da expressdo génica da Tiorredoxina e Tiorredoxina redutase 1 em
reticuldcitos de individuos sadios e com Deficiéncia de Glicose-6-fosfato desidrogenase
Sabendo que a tiorredoxina € a redutora da maioria das peroxirredoxinas, exceto
PRDX®6, analisamos a expressdo da tiorredoxina e sua redutora, a tiorredoxina redutase 1,
para verificar se ndo haveria maior expressdo dessas para compensar o estado oxidado das

PRDX1 e 2 nos pacientes com deficiéncia de G6PD, como visto pelo western ndo-redutor.

A expressdo génica da tiorredoxina e tiorredoxina redutase 1 foi analisada nos
reticulocitos dos seguintes grupos: individuos sadios (controle; n= 6), pacientes com
deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD; n= 7). Os resultados obtidos mostram

que nao ha diferenca estatistica em nenhuma das anélises (Figura 20).
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Figura 20. Analise da expressdo génica da tiorredoxina e tiorredoxina redutase 1 em reticulécitos de
individuos sadios e com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase. Ndo foi encontrada diferenca
estatistica em nenhuma das analises (A) TRX (p=0,1807), (B) TrxR1 (p=0,4318) realizadas por gRT-PCR. O

trago representa a mediana dos resultados.

5.6. Analise da expressdo génica da familia de peroxirredoxinas em reticulocitos de
individuos sadios e com hemoglobinopatia SC

Assim como nos individuos com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase as
analises de expressdo génica das peroxirredoxinas foram feitas por PCR em tempo real.
Contudo, em todos os grupos estudados detectou- se a expressao apenas das isoformas das
PRDXS 1, 2, 5 e 6. As isoformas de PRDX3 e PRDX4 ndo foram encontradas. A expressao
génica das peroxirredoxinas foi analisada nos reticuldcitos dos seguintes grupos: individuos
sadios (controle; n= 10), pacientes com hemoglobinopatia SC (HbSC; n= 18). Os resultados
obtidos mostram que ndo ha diferenca estatistica em nenhuma das peroxirredoxinas analisadas

(Figura 21).
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Figura 21. Andlise da expressdo génica das peroxirredoxinas em reticulécitos de individuos sadios e com
hemoglobinopatia SC. Ndo foi encontrada diferenca estatistica em nenhuma das peroxirredoxinas analisadas
(A) PRDX1 (p=0,6836), (B) PRDX2 (p=0,5490), (C) PRDX5 (p=0,7553), (D) PRDX6 (p=0,2039) por gRT-

PCR. O traco representa a mediana dos resultados.

5.7. Analise protéica das peroxirredoxinas no lisado celular de individuos sadios e com

hemoglobinopatia SC
Foram analisadas as peroxirredoxinas 1, 2 e 6; a PRDX3, PRDX4 e PRDX5 ndo foram

detectadas no lisado celular de pacientes e controles. Como controle enddgeno foi utilizado o

GAPDH (Figura 22).
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Figura 22. Anélise de western blotting em controles e pacientes com hemoglobinopatia SC. Podemos verificar
a andlise de membranas com diferentes amostras, sendo que nas membranas a,b e ¢ os individuos de 1 a 4 séo
individuos sadios e os individuos de 5 a 7 sdo os pacientes com hemoglobinopatia SC. As membranas a2,b2 e c2,
apresentam outros individuos sadios de 1 a 4. Os individuos em a2,b2 e c2 de 5 a 7 sdo outros pacientes com
hemoglobinopatia SC. As membranas a e a2 mostram a expressao da PRDX1, as membranas b e b2 a expressao de
PRDX 2 e as membranas ¢ e c2 mostram a expressdo da PRDX 6, cada uma tem como controle enddgeno o
GAPDH.
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Figura 23. Andlise densitométrica das amostras de individuos controle e com hemoglobinopatia SC. Gréficos
mostrando o nivel de expressdo relativa de PRDX1, 2 e 6, resultante da densitometria realizada com o
agrupamento de individuos controle e individuos com hemoglobinopatia SC e comparacdo da expressdo destas
proteinas entre 0s grupos apds anélise de western blot.

Nédo foi observada nenhuma diferenca significativamente estatistica entre individuos

controle e individuos com hemoglobinopatia SC para as PRDX analisadas (Figura 23).
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5.8. Anaélise do estado redox das peroxirredoxinas no lisado celular de individuos sadios
e pacientes com hemoglobinopatia SC

Devido a auséncia de diferenca de expressao significativa, realizamos o western ndo-
redutor das amostras de individuos sadios e com hemoglobinopatia HbSC, para verificar se
essas proteinas apesar de serem expressas em mesma quantidade ndo estariam inativas nos
pacientes devido ao estresse oxidativo, ou seja, verificar o estado de oxidagdo das PRDX1 e 2,
que por serem 2-cys tipicas formam dimeros quando oxidam, logo saberiamos se estas
proteinas estariam reduzidas ou ativas (mondmeéricas), ou entdo oxidadas ou inativas
(diméricas). O resultado mostrou maior quantidade de mondmeros nos individuos sadios e
maior quantidade de dimeros nos pacientes com doenca falciforme por hemoglobina SC tanto
na andlise feita de PRDX1 quanto a de PRDX2 (figura 24A e 24B)
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Figura 24. Anélise de western blotting ndo-redutor do estado redox das peroxirredoxinas em controles e
pacientes com doenca falciforme por hemoglobina SC. Os resultados mostram maior quantidade de monémeros
(M) nos controles (1-4) e maior quantidade de dimeros (D) nos pacientes com hemoglobinopatia SC (5-9) tanto na
analise feita para PRDX1 (A) quanto para analise feita com PRDX2 (B).

5.9. Analise da expressdo génica da Tiorredoxina e Tiorredoxina redutase 1 em
reticuldcitos de individuos sadios e com Doenca Falciforme por Hemoglobina SC
Sabendo que a tiorredoxina € a redutora da maioria das peroxirredoxinas, exceto
PRDX®6, analisamos a expressdo da tiorredoxina e sua redutora, a tiorredoxina redutase 1,
para verificar se ndo haveria maior expressdo dessas para compensar o estado oxidado das

PRDX1 e 2 nos individuos com hemoglobinopatia SC, como visto pelo western nao-redutor.

As andlises de expressdo génica da tiorredoxina (TRX) e tiorredoxina redutase 1
(TRXR1) foram feitas por PCR em tempo real. A expressdo génica da TRX foi analisada nos
reticulocitos dos seguintes grupos: individuos sadios (controle; n=6), pacientes com
hemoglobinopatia (HbSC; n=9). Ja para TRXR1 controle teve n=5 e o0s pacientes n=7. Os
resultados obtidos mostram que ndo ha diferenca estatistica em nenhuma das analises (Figura
25).
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Figura 25. Analise da expressdo génica da tiorredoxina e tiorredoxina redutase 1 em reticulécitos de
individuos sadios e com hemoglobinopatia SC. Nao foi encontrada diferencga estatistica em nenhuma das
analises (A) TRX (p=0,9546), (B) TrxR1 (p=0,8763) por qRT-PCR. O traco representa a mediana dos

resultados.

6. DISCUSSAO

Segundo Fibach e Rachmilewitz (2008), patologias dos eritrocitos como doenca
falcifome, talassemia e deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase podem aumentar a taxa
de autoxidacdo da hemoglobina. Sabe-se que nos eritrdcitos a fonte primaria de EROs € a Hb
que sofre auto-oxidacdo produzindo o O," e se transforma em metahemoglobina (CIMEN,

2008).

Em individuos com deficiéncia de glicose-6-fosfato foram reconhecidos corpusculos
de Heinz (LOW et al. 2008), estruturas formadas devido a desnaturagdo da hemoglobina,
neste caso devido ao aumento na taxa de oxidacdo da hemoglobina a metahemoglobina,
formacdo de hemicromo e por fim precipitacdo desta (NAUM; SOUZA, 2004), onde a causa
foi estabelecida como uma incapacidade de gerar NADPH suficiente em condicdes de estresse
oxidativo (LOW et al. 2008).

No caso da hemoglobinopatia SC foi visto que tanto a HbS e HbC sdo menos estaveis
do que a hemoglobina adulta normal (HbA). Dai a auto-oxidacdo é aumentada e subsequente
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) aumenta (NAGABABU et al. 2008).

Foi observado in vitro um aumento da expressdo das Prdx 1-4 quando havia maior
exposicdo das células a concentracdo de peroxido de hidrogénio (MITSUMOTO et al. 2001).

Também foi demonstrado um aumento da expressdo de Prdx 2 em células de camundongos
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com beta talassemia, e isso pode ser devido a uma resposta ao aumento do estresse oxidativo
nessas células (MATTE et al. 2010). Visto que pode haver maior estresse oxidativo nas
doencas em estudo esperdvamos observar uma diferenca na expressdo das peroxirredoxinas.
Porém, notamos que somente a PRDX1 apresenta diferenca de expressdo protéica entre
individuos sadios e individuos com deficiéncia de G6PD, apresentando uma diminuicao
nestes Gltimos. No entanto, para as outras proteinas estudadas (PRDX2 e 6), tanto para
deficiéncia de G6PD como hemoglobinopatia SC ndo houve diferenca estatistica significativa
tanto na andlise de expressdo génica quanto na analise protéica das proteinas estudadas.

Muitos estudos tém demonstrado que a PRDX1 possui fungdes como regulador celular
em cascatas de sinalizacdo mediadas por peroxido de hidrogénio (KANG et al., 1998;
NEUMANN; CAO; MANEVICH, 2009) e que pode proteger as células da morte celular
induzida por EROs (BAE et al., 2007; KIM et al., 2008). Como observamos uma diminuigdo
da PRDX1 nos individuos com deficiéncia de G6PD, isso pode indicar uma menor sobrevida
das hemécias destes individuos. Além de maior formacdo de corpos de Heinz, como visto por

Han et al. 2012 em camundongos com auséncia total de PRDX1.

As isoformas de PRDX3 e PRDX4 nédo foram encontradas em reticuldcitos e/ou lisado
celular, tanto de individuos sadios quanto de pacientes de ambas as doencas. Possivelmente,
em virtude da auséncia ou dos reduzidos niveis de RNAm para estes genes presentes nos
reticulocitos destes grupos. Com relacdo a auséncia destas isoformas no lisado celular, esta
pode estar ligada a localizacdo mitocondrial da PRDX3 e ao fato da PRDX4 ser excretada
para 0 meio extracelular. Também ndo foi encontrada expressdo protéica de PRDX5, isso
pode ser devido ao fato desta ser encontrada em maior quantidade nos peroxissomos,

mitocéndrias e em baixas quantidades no citoplasma que ndo pdde ser identificada.

No caso das PRDX 1 e 2, além da analise de expressdo, avaliamos o perfil redox.
Estas enzimas apresentam 91% de homologia, sdo citosdlicas, tem o mesmo mecanismo
catalitico e semelhante cinética de reacdo (CHAE et al., 1999). Foi feito entdo western nédo-
redutor para verificar o estado de oxidacéo (presenca de dimero e mondmero) destas proteinas
e nas duas doencas estudadas foi encontrada maior quantidade de dimeros nos pacientes e nos

indiduos sadios maior quantidade de monémeros.

Sabe-se que 2cys- Prdx 1 e 2 consistem em mondmeros que formam homodimeros.
Estes existem principalmente sob a forma de ditiol reduzido sob condicdes fisioldgicas. Os

homodimeros estdo alinhados de modo a que a cisteina peroxidatica (Cp) de um mondmero é
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oposta a cisteina de resolugdo (Cgr) do outro. A Cp é altamente susceptivel a oxidagdo por
peroxido de hidrogénio decorrente de auto-oxidacdo da hemoglobina ou quando adicionados
exogenamente, apds esta oxidacdo a Cp € atacada pela Crresultando na formacdo de um
dimero ligado por uma ponte dissulfeto (LOW et al., 2007; HALL; KARPLUS; POOLE,
2009). Este dimero é reciclado pelo sistema tiorredoxina ( Trx ) / tiorredoxina redutase
(TrxR).

A reciclagem é lenta em eritrécitos, devido ao baixo nivel de TrxR presente e o dimero
pode acumular sob condigdes de estresse (LOW et al. 2007). E segundo Bayer e
colaboradores (2013) um nimero de doencas relacionadas com processos associados com 0
aumento do estresse oxidativo, tanto internos como externos a eritrocitos, pode dar origem a

um acumulo de Prx2 oxidada, o que corrobora com nossos resultados.

Também fizemos analise da expressdo génica de Trx e TrxR e ndo encontramos
diferenca estatistica. Porém, como ja foi dito, a atividade de TrxR que é quem recicla Trx para
entdo reduzir as peroxirredoxinas, é lenta, levando a essa dimerizagdo das peroxirredoxinas.
Logo, mesmo que as peroxirredoxinas apresentem mesma quantidade, seu estado de oxidagéo,
ou seja, sua atividade pode estar comprometida devido ao aumento das EROs e baixa taxa de

reciclagem da tiorredoxina redutase.

No caso dos individuos com G6PD em que hd uma diminuicdo do NADPH, a
reciclagem das Prdx 1 e 2 é ainda mais lenta, ja que essas necessitam do NADPH para reduzir

as TRX e estas as Prdx, levando a formacéo de dimeros.

No caso dos individuos com doenca falciforme por hemoglobina SC, esse estado
oxidativo pode ser reflexo do aumento de EROs devido a maior taxa de auto-oxidacdo da

hemoglobina SC, como dito anteriormente.

Como vimos, com esse aumento de H,0,, PRDX fica completamente oxidada e parece
entdo que o eritrocito requer catalase e/ou a atividade da GPx para remové-lo (LOW et al.
2007).

Um estudo realizado com pacientes deficientes em G6PD verificou niveis normais de
catalase, glutationa peroxidase e SOD em todos os individuos analisados ambos com historias
positivas e negativas da crise hemolitica apds ingestdo de fava ou ingestdo de drogas. Por
outro lado, altos niveis de catalase e glutationa peroxidase foram encontrados em um pegueno

grupo com deficiéncia de G6PD (hemizigotos e heterozigotos) associada com traco beta-
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talassemia, provavelmente em razdo do estresse oxidativo cronicamente reforcado que est

presente na beta talassemia (GERLI et al. 1982).

Sabe-se que 0s pacientes em estudo, apesar de apresentarem uma elevacéo no nivel de
EROs ndo apresentam um quadro grave de anemia hemolitica. Uma hipétese é que mesmo
com maior taxa de oxidacdo das peroxirredoxinas e a presenca de glutationa peroxidase e
catalase nos pacientes com G6PD, ndo se sabe se ha um aumento na atividade dessas Gltimas.
Porém, para melhor compreender os resultados, mais estudos devem ser realizados para

verificar a expressdo e atividade destas enzimas nesses individuos.

Sabe-se que o alto nivel de per6xido pode levar a uma hiperoxidacdo das
peroxirredoxinas resultando na inativacao da atividade de peroxidase e formando estruturas de
alto peso molecular. Interessantemente, verificamos bandas de alto peso molecular no western
ndo-redutor, estas aparecem em maior quantidade nos pacientes e podem caracterizar um
estado de hiperoxidacdo (DAY et al. 2012). Além disso, podem ser associagdes das
peroxirredoxinas com outras proteinas com as peroxirredoxinas, porém, algumas anélises
devem ser feitas para confirmar essa hipOtese que parece ser interessante para melhor

compreender 0s mecanismos gque envolvem as peroxirredoxinas nesse tipo celular.

Este é o primeiro estudo em que ¢é feita a anélise da expressao e estado oxidativo das
peroxirredoxinas em pacientes com deficiéncia de glicose-6-fosfato desidrogenase e pacientes
com hemoglobinopatia SC. Os objetivos do trabalho foram cumpridos, levando a resultados
interessantes que mostram que ndo sO a quantidade dessas proteinas € importante, mas
também o seu estado oxidativo, a sua atividade. Além disso, os resultados abriram portas para

outros experimentos que estdo sendo executados pelo grupo.
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8. ANEXOS

ANEXO 1

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

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?
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ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(resolucéo 196/96; 340/04; 347/05)

Pesquisa: AVALIACAO DO PAPEL BIOLOGICO DE PEROXIRREDOXINAS NA DIFERENCIACAO

CELULAR ERITROIDE E EM DOENCAS GENETICAS ERITROCITARIAS.

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

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

A finalidade deste projeto € trazer informacGes para o paciente sobre o estudo
“Avaliacédo do Papel Biologico de Peroxirredoxinas na Diferenciacédo Celular Eritroide e
em Doencas Genéticas Eritrocitarias.” Os pesquisadores responsaveis pelo estudo

responderdo a quaisquer perguntas que o paciente possa ter sobre este termo e sobre o estudo.

Peroxirredoxinas sdo enzimas responsaveis pela protecdo das células contra danos
causados por radicais livres. S8o extremamente abundantes nas células e diversos estudos
revelam que estas proteinas estdo relacionadas com eventos de proliferacdo e diferenciacédo
celular. Apesar disso, existem poucos trabalhos relacionando as peroxirredoxinas com a
diferenciacdo eritroide e com anemias hemoliticas como a anemia falciforme, deficiéncia
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), esferocitose hereditaria, hemoglobindria paroxistica
noturna (HPN), alfa e beta talassemias. Portanto, o objetivo deste projeto é avaliar o papel
desempenhado por estas enzimas na formacdo do eritrocito e nas doengas acima citadas,
identificando possiveis alvos que auxiliem no manejo da doenca e melhora na sobrevida

desses pacientes.

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 poderd ficar um pouco dolorida. Além disso, serdo



76

levantados alguns dados de seu prontuario médico. O material desse estudo, caso vocé
permita, serd armazenado no HEMOPE, UNICAMP e UFSCar e somente serd utilizado para

outros estudos apds nova consulta ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

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

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

Eu, , declaro ter recebido todas as

informagdes relativas ao estudo “Avaliacdo do Papel Biologico de Peroxirredoxinas na
Diferenciacao Celular Eritréide e em Doencas Genéticas Eritrocitarias”. Autorizo a coleta de

amostras de sangue periférico que serdo utilizadas nesse estudo.
Outros pontos importantes foram enfatizados:

1- Ampla liberdade de recusar-me a participar do estudo ou retirar meu consentimento ou
amostra biologica em qualquer fase deste, sem penaliza¢ao 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 publicacéo cientificas.

4- Quaisquer reclamacBes 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 manipulacédo
dos dados e ao armazenamento de material biologico. As amostras sé serdo utilizadas em

estudos futuros depois de submetidos ao CEP e ao CONEP.
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Consentimento para participacdo no estudo: Autorizagdo para armazenamento de

material bioldgico:

0 Sim [0 Nao

Voluntario/ Responsavel

Voluntario/ Responsavel

Pesquisador responsavel



