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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é uma doenca hemolitica caracterizada por uma série de complicacoes
decorrentes do estresse oxidativo constante. Esse fendmeno desencadeia a producdo exacerbada
de pré-oxidantes, os quais promovem danos severos as macromoléculas celulares, culminando na
formacéo de eritrocitos densos, com uma densidade superior a 1,11 g/mL. Sabe-se que o sistema
ubiquitina-proteassomo (UPS) é um dos principais mecanismos de degradacdo de proteinas com
anomalias estruturais ou com danos oxidativos, sendo fundamental para a homeostasia celular.
Diante desse cenario, este estudo se propds a investigar a relacdo entre o estresse oxidativo
caracteristico das células falciformes e a atividade do sistema UPS, com um enfoque especial na
influéncia do tratamento com hidroxicarbamida (HC).Para tal, foram avaliados 9 individuos
controles (CG), 10 com AF tratados (HC") e 10 sem tratamento (HC"). Dos individuos com AF
obteve-se, por centrifugacdo, os subconjuntos celulares de baixa densidade (LDSC — low dense
sickle cells) e de alta densidade (HDSC - high dense sickle cells), associadas ao envelhecimento
celular. A atividade proteassomica do tipo quimiotripsina (ChT-L) e tripsina (T-L) foram
analisadas nos extratos proteicos sem purificacdo e purificados por coluna DEAE- Sepharose,
enquanto a expressdo do core do proteassomo 20S e imunoproteassomo foi avaliada por
imunomarcacdo. Nossos resultados demonstraram, no conjunto completo de hemacias, um
aumento da atividade T-L para o grupo HC™ em relacdo ao CG (p<0,01). No entanto, este grupo
apresentou a menor expressdo do proteassomo 20S em relacdo aos demais grupos de estudo
(p<0,01). Apods a eliminacdo da hemoglobina e outras proteinas do eritrdcito pela purificacéo,
verificou-se uma mudanga do perfil de atividade ChT- L, uma vez CG apresentou maior atividade
em relacdo a HC™ e atividades semelhantes entre HC* e HC™ (p=0,04). O efeito do envelhecimento
eritrocitario foi verificado, indicando um aumento na atividade Cht-L (p<0,01) e T-L (p<0,01) nos
conjuntos LDSC-HC" em relacdo aos de HDSC-HC . No extrato proteico purificado, notou-se a
mudanca do perfil da atividade, com o grupo CG apresentando os maiores valores de atividade,
porém sem qualquer efeito estatisticamente significativo entre os subconjuntos celulares
independente do uso de HC (p=0,22). Por fim, encontramos, alta expressdo de subunidades do
imunoproteassomo nas células do grupo HC". Deste modo, embora a HC tenha demonstrado
melhorar o controle de qualidade das proteinas nas células falciformes, esse efeito antioxidante
ndo se traduziu em mudancas significativas na atividade proteassdmica, independentemente do
tipo de extrato proteico ou do envelhecimento celular. Além disso, fornecemos a evidéncia
preliminar da presenca do imunoproteassomo nas hemacias e a influéncia do tratamento com HC
em sua expressao, sugerindo que a relagéo entre o tratamento com HC e 0 UPS na manutengéo da
homeostase redox nas células falcémicas € muito mais complexa do que foi explorado até o
momento.

Palavra-chave: Anemia Falciforme. Hidroxiureia. Proteassomo



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is a hemolytic disease characterized by complications from constant
oxidative stress. This phenomenon triggers the exacerbated production of pro-oxidants, which
promote severe damage to cellular macromolecules, culminating in dense erythrocytes with a
density of more than 1.11 g/mL. The ubiquitin-proteasome system (UPS) is known to be one of
the primary mechanisms for the degradation of proteins with structural anomalies or oxidative
damage and is essential for cellular homeostasis. Given this scenario, this study set out to
investigate the relationship between the oxidative stress characteristic of sickle cells and the
activity of the UPS system, with a special focus on the influence of treatment with
hydroxycarbamide (HC). To this end, nine control individuals (CG), 10 treated AF individuals
(HC™), and ten untreated individuals (HC") were evaluated. The low-dense sickle cells (LDSC)
and high-dense sickle cells (HDSC), associated with cellular aging, were obtained by
centrifugation. Chymotrypsin-like (ChT-L) and trypsin-like (T-L) proteasome activity was
analyzed in the protein extracts without purification and purified by DEAE-Sepharose column,
while the expression of the 20S proteasome core and immunoproteasome was evaluated by
immunolabeling. Our results showed an increase in T-L activity for the HC group compared to the
CG group (p<0.01). However, this group showed the lowest expression of the 20S proteasome
compared to the other study groups (p<0.01). After the elimination of hemoglobin and other
erythrocyte proteins by purification, there was a change in the ChT-L activity profile since CG
showed higher activity compared to HC* and similar activities between HC* and HC" (p=0.04).
The effect of erythrocyte aging was verified, indicating an increase in Cht-L (p<0.01) and T-L
(p<0.01) activity in LDSC-HC" sets compared to HDSC-HC" sets. In the purified protein extract,
there was a change in the activity profile, with the CG group showing the highest activity values but
without any statistically significant effect between the cell subsets regardless of the use of HC
(p=0.22). Finally, we found high expression of immunoproteasome subunits in the cells of the
HC- group. Thus, although HC has been shown to improve protein quality control in sickle cells,
this antioxidant effect has yet to translate into significant changes in proteasome activity,
regardless of the type of protein extract or cell aging. In addition, we provide preliminary evidence
of the presence of the immunoproteasome in RBCs and the influence of HC treatment on its
expression, suggesting that the relationship between HC treatment and the UPS in maintaining
redox homeostasis in sickle cells is much more complex than has been explored to date.

Keyword: Sickle Cell Anemia. Hydroxyurea. Proteasome
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Prefacio

A presente dissertacdo estd sendo apresentada na forma de manuscrito a ser
submetido em revista internacional indexada, intitulado “The relationship between
hydroxycarbamide treatment and ubiquitin-proteasome system in the maintenance of redox
homeostasis in sickle cells”. O manuscrito serd submetido na revista “Experimental
Hematology”, com fator de impacto (2022) 2,6 e Qualis/Capes — Ciéncias Biologicas | e II:
A3.

A introducéo apresenta uma revisdo da literatura sobre o eritrocito humano saudavel
e estresse oxidativo, a fisiopatologia da anemia falciforme (AF) e seu tratamento, o estresse
oxidativo nos eritrocitos falciformes e seu papel formacdo das células densas, o0s
componentes do sistema ubiquitina-proteassomo (UPS) e sua relagdo com a AF. Em
sequéncia, foram apresentados o objetivo geral e os objetivos especificos do trabalho. A
metodologia, os resultados e discussdes foram apresentados na forma do manuscrito, em
lingua inglesa, que sera formatado de acordo com as normas da revista. Por fim,

apresentamos as conclusdes finais do trabalho.
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1. Introducéo
1.1. Eritrécito Humano

1.1.1 Estruturae funcéo

Formados a partir de um processo de maturacédo das células-tronco hematopoiéticas na
medula éssea, 0s eritrocitos ou globulos vermelhos séo as células mais prevalentes e uma das
mais diferenciadas no organismo humano (FOLLER; HUBER; LANG, 2008; LANG; QADRI;
LANG, 2012). Sua principal fungdo é o transporte de oxigénio (O2) dos pulmdes aos tecidos
periféricos e do transporte de gas carbdnico (CO2) dos tecidos aos pulmdes (LANG; QADRI;
LANG, 2012). Essa troca gasosa € mediada pela hemoglobina (Hb), proteina altamente
concentrada no interior dos globulos vermelhos maduros (PANDEY; RIZVI, 2011a). A Hb
adulta normal (Hb A) é composta por duas cadeias globinicas do tipo alfa (o), duas cadeias do
tipo beta (B), cada uma delas contendo um grupo prostético heme, que por sua vez, apresenta
um atomo de ferro com alta afinidade ao Oz (KATO et al., 2018; KOSMACHEVSKAYA,
TOPUNOV, 2018). Além disso, os eritrocitos atuam na regulacdo da homeostase acido-base,
mantendo o pH sanguineo dentro dos limites fisioldgicos adequados e do metabolismo de 6xido
nitrico (NO) dependente do O> (KOSMACHEVSKAYA; TOPUNOQV, 2018).

Por atravessarem todo o sistema circulatorio humano, os eritrocitos sdo submetidos ao
cisalhamento continuo, assim como a exposi¢do constante a espécies reativas de oxigénio
(ERO) endbgenas e exdgenas (PANDEY; RIZVI, 2011a; RISINGER; KALFA, 2020). No
primeiro caso, tanto a deformabilidade celular quanto a integridade estrutural dos glébulos
vermelhos dependem da organizacao e composi¢cdo da membrana plasmatica eritrocitaria, bem
como de sua interacdo com os elementos do citoesqueleto (MOHANDAS; GALLAGHER,
2008). A membrana plasmatica eritrocitaria € uma bicamada fosfolipidica, constituida
majoritariamente por proteinas, lipideos, agua e carboidratos (DE OLIVEIRA; SALDANHA,
2010; FARAG; ALAGAWANY, 2018). Em peso, as proporcdes de colesterol e fosfolipidios
sdo iguais, mas apresentam disposicOes diferentes na bicamada (MOHANDAS;
GALLAGHER, 2008). Enquanto o colesterol é disposto de forma simétrica, os fosfolipidios
sdo distribuidos assimetricamente, de modo que a fosfotidilcolina e a esfingomielina
encontram-se presentes na monocamada externa e a fosfotidiletanolamina, a fosfotidilserina
(FS) assim como outros constituintes menores, fazem parte da monocamada interna
(MOHANDAS; GALLAGHER, 2008).
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Essa composicdo € mantida por meio de enzimas como as scramblases, flipases e
flopases, que sdo responsaveis pela translocacdo dos fosfolipidios entre e dentre as duas
monocamadas da membrana eritrocitaria (DALEKE, 2008; SAKURAGI; NAGATA, 2023;
SIMS; WIEDMER, 2001). Esse transporte e, principalmente, a manutencdo da FS na camada
interna da membrana, garantem a sobrevida da célula, uma vez que a exposicdo desse
fosfolipidio leva ao reconhecimento e fagocitose do eritrocito por macréfagos, além de
promover adesdo as células endoteliais vasculares (WOOD; GIBSON; TAIT, 1996). Portanto,
a perda da assimetria pode levar a destrui¢cdo prematura das hemécias, um fenémeno observado
em doengas como talassemias e a anemia falciforme (AF) (WOOD; GIBSON; TAIT, 1996)

A constituicdo proteica do eritrocito pode ser dividida em proteinas integrais e
periféricas. As proteinas integrais sdo aquelas que penetram ou estdo embebidas na membrana,
fortemente ligadas aos lipideos (MURADOR; DEFFUNE, 2007). Os principais representantes
desse grupo sdo as proteinas da banda-3 e glicoforinas (Figura 1) (MURADOR; DEFFUNE,
2007). A proteina banda-3 é composta por um dominio citoplasméatico N-terminal que se associa
a outras proteinas como a anquirina, proteinas 4.1 e 4.2, sendo um local de ancoragem do
citoesqueleto a membrana plasmatica eritrocitaria. Em contrapartida, seu dominio C- terminal,
esta relacionado ao transporte de ions cloreto (CI) e bicarbonato (HCOs") pela membrana (DE
OLIVEIRA; SALDANHA, 2010; LUX, 2016; REMIGANTE; MORABITO;

MARINO, 2021). As glicoforinas (A, B, C e D), por sua vez, atuam no reconhecimento célula-
célula e na especificidade dos grupos sanguineos (MURADOR; DEFFUNE, 2007). H& também
outras proteinas com funcdo de transporte como a Aquoporina 1, relacionada ao transporte de
agua e outras substancias pela membrana (AZOUZI et al., 2013; KOURGHI et al., 2018;
MATHAI et al., 1996) o Transportador de Glicose 1 (Glut 1), o qual é responsavel pelo
transporte da glicose, principal fonte energética do glébulo vermelho (GUIZOUARN;
ALLEGRINI, 2020), os Cotransportadores de Potassio e Cloreto (KCC), relacionados a
homeostase ibnica e ao volume celular (LAUF; ADRAGNA, 2000) e os Canais de Gardos

ativados por célcio (Ca?*), também relacionados ao volume celular (VOSKOU et al., 2015).

As proteinas periféricas da membrana tambem sdo conhecidas como proteinas do
citoesqueleto. Esse grupo é composto pelas proteinas espectrina o € B, actina, proteinas da banda
4.1 e 4.2, demantinas, aducinas, tropomiosina e tropomodulina, que sdo responsaveis pela
estabilidade, flexibilidade e formato das hemacias (Figura 1) (SALOMAO et al., 2008). A rede
que forma o citoesqueleto é composta por tetrdmeros de espectrina, nos quais a a-espectrina e
[B-espectrina se dimerizam (SHOTTON; BURKE; BRANTON, 1979) e se associam, nas
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extremidades, ao complexo juncional formado por um protofilamento de actina F e proteinas
de ligacdo (proteina da banda 4.1, demantinas, aducinas, tropomiosina e tropomodulina) a
actina que estabilizam a interagdo espectrina-actina (BASU; CHAKRABARTI, 2015;
RISINGER; KALFA, 2020; SALOMAQO et al., 2008). Cerca de seis tetrdmeros de espectrina
se ligam ao complexo, formando uma rede hexagonal ancorada a membrana pela ligacéo a
banda 3, mediada pela anquirina e pela interacdo com a Glicoforina C, por meio da proteina 4.1
(LIU; DERICK; PALEK, 1987; REID et al., 1990; RISINGER; KALFA, 2020).

Figura 1 - Membrana plasmaética eritrocitaria.

Proteinas
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A estrutura da membrana plasmética é composta por duas categorias principais de proteinas: as integrais, como
abanda 3, glicoforinas e proteinas transportadoras e as periféricas, que formam o citoesqueleto. O citoesqueleto
é formado pela dimerizacéo da a e B espectrina, que se associam em sua extremidade pelo complexo juncional
composto por filamentos de actina, tropomiosina, tropomodulina, demantina, actina e proteina 4.1 e se ancoram
a membrana pela interacdo com as glicoforinas C e proteina banda 3, nesse caso, mediada pela anquirina e
proteina 4.2. Fonte: autoria prépria (criado em Biorender.com)

1.1.2. Espécies Reativas no Eritrocito Saudavel

O estresse oxidativo costuma ser definido como o desequilibrio entre a producéo de
espécies pro-oxidantes e a capacidade antioxidante do organismo (HALLIWELL,;
WHITEMAN, 2004). Pode-se dizer que o eritrdcito esta em estresse oxidativo continuo quando
h& altas tensdes de O2 no sangue arterial e pela abundéncia de Hb e ferro em seu interior
(CIMEN, 2008). A ligagdo do O2 a Hb [Hb(Fell)O2] ocorre de modo reversivel, formando uma
estrutura relativamente estavel (UMBREIT, 2007). No entanto, a exposicao constante do ferro
ferroso (Fell) da Hb a altas concentragGes de O» pode acarretar na lenta auto-oxidagéo da

proteina, gerando metahemoglobina (metHb) [Hb(Felll)] e anion superoxido (O2"), espécie
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capaz de causar danos nas membranas e proteinas celulares (PANDEY; RIZVI, 2011,
WALLACE; MAXWELL; CAUGHEY, 1974).

Devido a alta concentragdo de Hb nos eritrdcitos humanos, a autoxidag&o desta proteina
é um dos principais processos responsaveis pela geracdo de ERO endégeno (UMBREIT, 2007;
VAN ZWIETEN; VERHOEVEN; ROOS, 2014a; VOSKOU et al., 2015). Apesar de ocorrer a
uma taxa de 0,5 a 3% por dia e ser revertida pela acdo da enzima NADH-citocromo b5 redutase
(metHb redutase), a formacao de metHb pode ser aumentada em situaces de hipoxia e nos
casos de Hb variante com processo autoxidativo instavel, como a Hb S, presente na AF
(UMBREIT, 2007; VAN ZWIETEN; VERHOEVEN; ROQS, 2014a).

O ferro e o grupamento heme também sdo fontes oxidantes no eritrocito humano. O
ferro na forma livre ou ligado a Hb pode atuar na reacdo de Fenton e Haber-Weiss gerando
radical hidroxila (OH") que, devido a sua alta reatividade e baixa especificidade, pode causar
diversos danos as biomoléculas (BOU-FAKHREDIN et al., 2022; SADRZADEH et al., 1984).
Devido a seu carater hidrofobico, o heme livre pode se intercalar a membrana, aumentando sua
suscetibilidade a acdo de oxidantes, promovendo reacdes oxidativas com lipideos e proteinas
(BELCHER et al., 2010; BOU-FAKHREDIN et al., 2022; VOSKOU et al., 2015). Essa série
de oxidacdes lipidicas e proteicas podem resultar na desorganizacdo da membrana do eritrécito
e na alteracdo de sua deformabilidade celular, impactando, portanto, a sobrevida celular e a
qualidade da circulacdo pelos capilares sanguineos (BELCHER et al.,, 2010; BOU-
FAKHREDIN et al., 2022).

1.1.3. Sistema Antioxidante no Eritrocito Saudéavel.
Os eritrdcitos sobrevivem, em média, por 120 dias na circulacdo, onde sdo expostos a

diversos estressores e agentes oxidantes. De modo a minimizar os danos oxidativos, os glébulos
vermelhos sdo equipados com um sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico eficiente
(MOHANTY; NAGABABU; RIFKIND, 2014; MOLLER et al., 2022).

O O2" gerado durante a formag&o da metHb é dismutado em O> e perdxido de hidrogénio
(H202) por meio da atividade enzimatica da superoxido dismutase (SOD) (MCCORD;
FRIDOVICH, 1969; VOSKOU et al., 2015). O H20-, por sua vez, pode ser também decomposto
O e duas moléculas de dgua pela acdo da catalase (CAT) (VOSKOU et al., 2015) ou reagir com
as peroxirredoxinas (Prx) (WOOD et al., 2003) e glutationas peroxidases (GPx) (COHEN;

MANNERVIK, 1987). Em mamiferos, sdo conhecidas seis isoformas de Prx encontradas em
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diferentes compartimentos celulares como o citosol, complexo de Golgi, mitocdéndrias,
peroxissomos e no ndcleo (WOOD et al., 2003). Nos eritrocitos, encontram-se as isoformas Prx
1, Prx2 e Prx6, sendo a Prx2 a mais abundante (LOW; HAMPTON; WINTERBOURN, 2008).
A Prx 2 metaboliza hidroxiperoxidos lipidicos, peroxinitritro e o H20., com quem reage
rapidamente. Dessa forma, devido a sua alta abundancia e taxa de reacéo, a Prx2 é considerada
a primeira linha de defesa contra os danos causados pela presenca do H20, (ORRICO et al.,
2018). Sua forma oxidada é reduzida pela acdo da tiorredoxina (Trx (SH)2) via tiorredoxina
redutase (TrxR) e NADPH (HOLMGREN, 1995).

A familia GPx também contribui para a reducdo de lipoperoxidos e hidroxiperdxidos
(COHEN; MANNERVIK, 1987). Nos eritrdcitos, a isoforma GPx1 é a mais predominante e
tem sido associada a protecéo contra oxidantes enddgenos e presentes em baixas concentracoes,
sendo uma outra barreira ao H>0, (MOLLER et al., 2022; ORRICO et al., 2018). A enzima
oxidada é regenerada pela glutationa (GSH) (FLOHE; BRAND, 1969), a qual também exerce
papel como cofator da enzima glutationa-S-transferase (GST), cuja atividade esta relacionada
a detoxificacdo de xenobioticos (VAN ZWIETEN; VERHOEVEN; ROOS, 2014b). A
glutationa oxidada (GSSG), por sua vez, é convertida em GSH pela acao da glutationa redutase
(GR) que utiliza 0 NADPH como agente redutor (NUR et al., 2011).

A GSH é o tiol mais abundante nos eritrocitos. Além das fun¢des ja mencionadas, esse
tiol protege proteinas de membrana contra os danos oxidativos, auxiliando na manutencéo da
integridade e flexibilidade da membrana eritrocitaria (CARRELL; WINTERBOURN;
RACHMILEWITZ, 1975). Vale ressaltar que a GSH, possui grupos sulfidrilas responsaveis
pela manutencdo da Hb em seu estado reduzido (ASLAN; THORNLEY-BROWN;
FREEMAN, 2000).

1.2.  Anemia Falciforme.
A doenca falciforme é um grupo de doencas hereditarias causadas, incluindo a anemia

falciforme, causadas pela mutagdo no gene da p-globina (KATO et al., 2018). Entre os anos de
2000 e 2021, houve um aumento de nascimentos de bebés com doenca falciforme de 453.000
para 515.000, apresentando uma incidéncia global de 382 a cada 100.000 nascidos vivos, dos
quais 76,5% dos individuos sdo acometidos com AF (THOMSON et al., 2023). No Brasil, a
expectativa de vida dos pacientes com AF é de até 30 anos a menos em comparagdo com a
média brasileira, com a maioria dos obitos observados nas regides Sudeste e Nordeste, onde o
genotipo da doenca é mais prevalente. (CANCADO et al., 2021, 2023).
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A AF ¢é uma doenca genética hereditaria causada pela homozigose de uma mutacéo
pontual no gene da globina p (HBB) (BUNN, 1997; STEINBERG; SEBASTIANI, 2012). Essa
mutacdo consiste na substituicdo de uma adenina por timina (HBB; c.20A>T; rs334) no sexto
cédon do éxon 1 do gene, com consequente troca do aminoacido &cido glutdmico, de carater
hidrofilico, por uma valina de carater hidrofobico, na proteina. Essas alteracdes formam uma
Hb com caracteristicas morfoldgicas e bioguimicas diferentes, denominada de HbS (a2B>,)
(Figura 2) (INGRAM, 1957; WEATHERALL; CLEGG, 2001).

No eritrocito desoxigenado, a valina expde sitios hidrofobicos de contato com alguns
aminoacidos de HbS adjacentes, formando um polimero que preenche o eritrdcito alterando sua
morfologia, bem como sua flexibilidade e deformabilidade celular, se tornando falcizada
(FRONTICELLI; GOLD, 1976; KATO et al., 2018; CAPRARI et al., 2019; TEBBI, 2022).
Essa polimerizacdo seguida da falcizacdo celular é reversivel pela ligacdo ao O, no entanto, é
0 processo deterministico para as manifestacdes clinicas da doenca (STUART; NAGEL, 2004).
A AF ¢é uma doenca complexa caracterizada por eventos vaso-oclusivos que desencadeiam
processos hemoliticos e inflamatorios, disfuncbes endoteliais e lesbes causadas por isquemia e
reperfusdo (Figura 2) (SUNDD; GLADWIN; NOVELLI, 2019). Entre as manifestacOes
clinicas, os individuos acometidos podem apresentar crises de dor aguda, sindrome torécica
aguda, disfungdo esplénica, acidente vascular cerebral, retinopatia, ulceracdes nas pernas,
nefropatia, entre outras manifestagcdes (KATO et al., 2018; SUNDD; GLADWIN; NOVELLI,

2019).
Figura 2. Fisiopatologia da anemia falciforme
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A anemia falciforme é ocasionada por uma mutag¢do no gene B da globina que substitui uma adenina por timina,
levando a formacdo da Hb S. No estado desoxigenado ocorre a polimerizagdo da Hb S seguida de falcizacdo. Por
sua vez, a falcizagdo pode levar aos eventos de vaso-oclusdo, hemdlise, disfun¢des endoteliais, inflamacéo e lesGes
por reperfusdo. Fonte: autoria prépria (criado em Biorender.com)
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1.2.1. Tratamento com Hidroxicarbamida
Apesar dos avancos no diagnostico e no tratamento da doenca, a hidroxiureia ou

hidroxicarbamida (HC) ainda é considerada um dos medicamentos mais eficazes para o
tratamento da AF. A HC é um agente citostatico e seu principal mecanismo de acao é a inducéo
da produgéo de Hb fetal (HbF), que reduz a polimerizacdo da HbS (COKIC et al., 2003, 2008).
Além disso, a HC reduz a contagem de leucdcitos e reticuldcitos, a hipercoagulabilidade e as
interacdes de adesao celular e tem efeitos anti-inflamatorios imediatos independentes dos niveis
de HbF (COLELLA et al., 2012; ROUMENINA et al., 2020; WARE et al., 2017), levando a
uma reducdo na incidéncia de crises algicas e de sindrome torécica aguda, bem como a
diminuicdo das taxas de hospitalizacdo, de transfusdo de sangue e de mortalidade entre pessoas
com AF. (STEINBERG et al., 2003; WARE, 2013; WARE et al., 2017).

Além destes efeitos, a influéncia do tratamento com HC na mitigacdo do estresse
oxidativo vem sendo investigado. O trabalho feito por Rend et.al, 2021, investigou o efeito do
tratamento com HC sobre o sistema antioxidante e energético em eritrocitos saudaveis (RENO
et al., 2021). Os autores demonstraram que diferentes concentracfes de HC (0,6mM e 0,8mM)
com diferentes periodos de incubacdo causam alteracBes na resposta antioxidante e nos niveis
de enzimas relacionadas ao metabolismo energético, como a hexoquinase e a glicose-6-fosfato
desidrogenase (RENO et al., 2021). Os autores concluem que a concentracdo de 0,8mM por 1
hora de incubacdo teria 0 melhor efeito antioxidante, pela reducéo dos niveis de Felll, H2O2 e
peroxidacéo lipidica, podendo beneficiar pacientes de doencas como a AF (RENO et al., 2021).
Por sua vez, o trabalho de Silva et al, 2011, com hemacias de individuos com anemia falciforme
tratados e ndo tratados com HC, demonstrou o efeito da HC no metabolismo redox (SILVA et
al., 2011). Os autores demonstraram a reducdo dos niveis de peroxidac¢do lipidica, assim como
0 aumento da capacidade antioxidante equivalente ao trolox e dos niveis de catalase nos
individuos com AF, indicando um possivel efeito antioxidante no tratamento da AF (SILVA et
al., 2011).

1.2.2. Estresse Oxidativo na Anemia Falciforme
Na AF, o equilibrio entre a produgdo de espécies reativas e a sua eliminacdo é

modificado, uma vez que os repetidos ciclos de polimerizagédo e auto oxidacdo da HbS
aumentam a producdo de ERO, sendo consideradas as principais fontes endogenas de pro-
oxidantes no eritrdcito falcémico (BARABINO; PLATT; KAUL, 2010; HEBBEL et al., 1988).
Além disso, as ERO também podem ser geradas pela atividade de NADPH-oxidases e pelas
reacOes de Fenton (GEORGE et al., 2013; MACKINNEY et al., 2019).
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Desse modo, estudos apontam uma producéo de ERO, como O2™, H20», radical hidroxil
(HO") e produtos de peroxidacéo lipidica, até duas vezes maior na AF (ASLAN; THORNLEY -
BROWN; FREEMAN, 2000; HEBBEL et al., 1988; WANG; ZENNADI, 2021). Sabe-se que
0 H202 pode reagir com a Hb formando Hb oxiferril e ferril (MOHANTY; NAGABABU,;
RIFKIND, 2014). No entanto, Kassa e colaboradores (2015), descobriram que ao reciclar o
ferro férrico e seu estado ferril, na presenga do o H.O>, a Hb S permanece por mais tempo no
estado ferril reativo, que age oxidando a propria Hb e componentes celulares adjacentes
(KASSA et al., 2015).

Devido a essa producdo aumentada de ERO h& uma sobrecarga do sistema antioxidante.
No entanto, h& uma discrepancia entre os estudos que analisam os niveis e a atividade dos
antioxidantes enziméticos e ndo enzimaticos. Das e Nair, 1980, relataram um aumento de SOD,
GPx e CAT em pacientes com AF em comparacdo ao controle, tanto por contetdo de
hemoglobino como por nimeros de células, como um mecanismo protetor ao estresse oxidativo
(DAS; NAIR, 1980). Em contrapartida . Biswal e colaboradores (2018) demonstraram em seu
estudo uma redugdo nos niveis de SOD, CAT, GSH e GPx em criangas com AF, com faixa
etaria de 6 meses a 10 anos, em comparacao ao controle saudavel, sendo esta reducdo uma
resposta ao aumento da producdo de ERO levando, por consequéncia, a um maior consumo
destes antioxidantes (BISWAL et al., 2018). Neste trabalho, os autores também descreveram
um aumento da peroxidacdo lipidica e da carbonilacdo de proteinas nos pacientes acometidos
com a doenga em relagéo ao controle (BISWAL et al., 2018). Outros trabalho como de Nur et
al, 2011 e Tatum et al, 1996, evidenciaram uma reducdo nos niveis de GSH nas células
falcémicas (NUR et al., 2011; TATUM; CHOW, 1996), relacionando esta reducdo ao efluxo de
glutationa oxidada nas células de pacientes com AF (NUR et al., 2011).

1.2.3. Estresse Oxidativo e a Formacao de Células Densas na Anemia Falciforme
Além dos danos causados as estruturas celulares, o estresse oxidativo também pode

modular a acdo de canais de transporte de ions na membrana, ativando ou inibindo seu
funcionamento, podendo levar ao desequilibrio idnico nas células vermelhas (FOLLER et al.,
2013; KIEFER; SNYDER, 2000; MACHADO et al., 2021). Entre os canais modulados pelo
estresse tem-se a inibicdo da Ca?*-ATPase, cuja funcio € retirar, ativamente, o excesso de Ca®*
intracelular, e a ativacdo de um canal de cétion néo seletivo permeavel ao Ca?* (FOLLER et al.,
2013; KIEFER; SNYDER, 2000).0 consequente aumento dos niveis de Ca?

intracitoplasmaticos, resultante dessa modulacdo, leva a uma série de eventos. Os niveis
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alterados desse cation ativam enzimas como caspases e a calpaina da transglutaminase-2, que
podem degradar proteinas do citoesqueleto (REDDING; RECORD; RAESS, 1991).

Além disso, 0 aumento de Ca?* ativa o canal de Gardos e o efluxo de potassio (K*) e
agua, ocasionando uma reducdo do volume celular (BARODKA et al., 2014; GOREKE et al.,
2022; NEY; CHRISTOPHER; HEBBEL, 1990; NOOMUNA et al., 2020; SHARTAVA et al.,
2000). Além da retracdo celular, a desidratacao intracelular desencadeia a formacéao de células
densas (DSCs - dense sickle celss) definidas como hemécias com densidade superior a 1,11
o/mL e altos valores de concentracdo da hemoglobina corpuscular média (CHCM),
caracteristicas na AF (HORIUCHI et al., 1993; MACHADO et al., 2021; SCHWARTZ et al.,
1998). O estado redox e os niveis de espécies reativas nas células falcémicas de alta densidade
(HDSC - high dense sickle cells) é ainda mais alterado, levando a danos oxidativos e
glutationilacdo dos residuos de cisteina com consequente comprometimento da interacéo entre
o citoesqueleto (espectrina, banda 3, anquirina e proteina 4.1) e a membrana plasmatica, o que
resulta na formacg&o das células irreversivelmente falcizadas (ISCs - irreversibly sickled cells)
(GIBSON et al., 1998; SHARTAVA et al., 1995).

A formacéo de pontes dissulfetos nas cisteinas 284 e 373 da beta-actina contribui para
a lenta dissociacdo do complexo espectrina-proteina 4.1- actina, enquanto a glutationilacdo na
espectrina resulta na perda da atividade conjugadora/ligadora de ubiquitina E2/E3 dessa
proteina-chave do citoesqueleto e, portanto, da capacidade de se auto-ubiquitinar (CHANG,;
KAKHNIASHVILI; GOODMAN, 2005; SHARTAVA et al., 1995). A perda de ubiquitinacao
nas repeticdes alfa-espectrina favorece a formacdo de um complexo ternario espectrina-4.1-
actina de maior afinidade. Dessa forma, danos oxidativos reversiveis a beta-actina e perda de
ubiquitinacdo de alfa-espectrina resultam em um citoesqueleto "bloqueado” , uma vez que néo
consegue mais se “desmontar ou remontar” (CHANG; KAKHNIASHVILI; GOODMAN,
2005; RIAHI; KAKHNIASHVILI; GOODMAN, 2005), estando positivamente correlacionado
com aumento das taxas hemoliticas e demais complicacgdes clinicas associadas (BARTOLUCCI
etal., 2012)

1.3. Sistema Ubiquitina- Protassomo (UPS)
As proteinas possuem uma grande diversidade funcional, sendo importantes para a

manutencdo da viabilidade celular (LABBADIA; MORIMOTO, 2015). Essas funcGes, por sua
vez, sdo reguladas pelo equilibrio entre a sintese, 0 dobramento e a degradacao proteica (DIKIC,
2017). Esta altima pode ocorrer pelo sistema autofagico-lisossomal e pelo sistema ubiquitina-
proteassomo (UPS) (DIKIC, 2017)
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O sistema autofagico-lisossomal, mediado por chaperonas, atua degradando proteinas mal
dobradas e/ou danificadas, agregados proteicos, bem como organelas celulares inteiras por meio
da vida de microautofagia (LAMB; YOSHIMORI; TOOZE, 2013). O UPS, por sua vez, é um
dos principais mecanismos proteoliticos intracelulares, responsaveis pela degradacdo de
proteinas com anomalias estruturais e que sofreram danos oxidativos (SHANG; TAYLOR,
2011). Além disso, 0 UPS também esta relacionado a outros processos celulares como a
progresséo do ciclo celular, proliferacéo, apoptose, reparo no DNA e imunidade (DIKIC, 2017;
FINLEY, 2009).

A ubiquitina (Ub) é uma proteina estavel, evolutivamente conservada, composta por 76
aminoéacidos, que se liga covalentemente ao substrato direcionando-o para a degradacédo ou para
outros processos bioldgicos, como para sistemas de reparo (NANDI et al., 2006). A ligagdo
isopeptidica entre Ub e substrato se forma entre a glicina C-terminal da Ub e o grupo g-amino
da lisina da proteina alvo ou de outra Ub, ocorrendo neste Gltimo caso, para a formacéo de uma
cadeia poliubiquitinada (HERSHKO; CIECHANOVER, 1998). E importante ressaltar, que a
posicdo da lisina poliubiquitinada é responsavel por sinalizar diferentes respostas (NANDI et
al., 2006; WEISSMAN, 2001). Essa marcacdo da proteina alvo, ocorre por meio da acéo de trés
enzimas: a enzima ativadora de ubiquitina (E1) ativa o residuo de glicina C terminal, sendo esta
etapa dependente de ATP, ap6s ocorre a ligacdo da Ub com a enzima conjugadora de ubiquitina
(E2) que ira transferir a proteina ao substrato em que seré ligada pela acdo da enzima ubiquitina
ligase (E3) (Figura 3) (HERSHKO; CIECHANOVER, 1998; NANDI et al., 2006; PICKART,
2001; PICKART; EDDINS, 2004).

A ubiquitinacéo da lis*® e da lis?® marca proteinas alvo para degradagdo via proteassomo
(NANDI et al., 2006; WEISSMAN, 2001). Ha diferentes tipos de proteassomos nas células,
que se diferenciam pela estrutura catalitica, pela interacdo com diferentes tipos de reguladores

e por mudancas pds-traducionais em suas subunidades (DAHLMANN, 2016).
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Figura 3. Processo de marcacao pela ubiquitina.
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A marcacdo pela ubiquitina se da por meio de trés reacdes. A reacdo 1) é mediada pela enzima ativadora de
ubiquitina (E1) que ativa o residuo de glicina C-terminal da proteina. Em 2) ocorre a liberagdo de E1 e ligacédo da
enzima conjugadora de ubiquitina (E2) que ira transferir a ubiquitina para a proteina alvo, onde sera ligada (3) pela
enzima ubiquitina ligase (E3) Fonte: autoria prépria (criado em Biorender.com)

O core catalitico constitutivo, denominado de proteassomo 20S, é formado por uma
estrutura cilindrica de 700 kDa composta por quatro anéis (ORLOWSKI; WILK, 2000). Os
dois anéis internos sdo formados por sete subunidades do tipo beta (), que podem possuir um
residuo de treonina N-terminal exposto, parte critica do sitio ativo (Figura 4a) (JUNG;
CATALGOL; GRUNE, 2009; NANDI et al., 2006). Nos eucariotos, apenas as subunidades B,
B2 e Bs sdo processadas dessa forma, apresentando, respectivamente, atividades peptidasicas do
tipos i) caspase que cliva as ligacGes peptidicas na extremidade C-terminal dos residuos de
aminoéacidos acidos, ii) tripsina, em que a clivagem ocorre nos residuos de aminoacidos basico
e iii) quimiotripsina, cuja clivagem se da nos residuos de aminodcidos hidrofébicos
(ORLOWSKI; WILK, 2000).

Os dois anéis externos, por sua vez, sao formados por sete subunidades do tipo alpha
(o) e funcionam como uma barreira entre o citosol e nicleo catalitico (JUNG; CATALGOL;
GRUNE, 2009; NANDI et al., 2006; ORLOWSKI; WILK, 2000). Os anéis externos também
podem se ligar a complexos regulatérios como o 19S, também conhecido com PA700,
formando o proteassomo 26S (Figura 4b), quando ligada em apenas uma extremidade, e 0
proteassomo 30S quando ligado a ambas extremidades do core catalitico 20S (DEMARTINO
etal., 1994)

O complexo 19S é composto por cerca de 19 subunidades que conferem as funcdes de
ATpase, de ligacdo a Ub, desubiquitinacdo, chaperona, entre outras, a estrutura (LIU;
JACOBSON, 2013; VOGES; ZWICKL; BAUMEISTER, 1999). Essa particula reguladora
pode ser subdividida em dois subcomplexos, denominados de base, que atua desdobrando a
proteina alvo e abrindo o poro do ndcleo catalitico, e o lid, que contém proteinas

deubiquitinadoras, sendo essencial para a degradacdo das proteinas marcadas com Ub.
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(VOGES; ZWICKL; BAUMEISTER, 1999). Desse modo, o complexo regulatorio reconhece
as proteinas marcadas e as direciona para a clivagem no nucleo 20S, em um processo
dependente de ATP e Ub. (ORLOWSKI; WILK, 2000).

Em seu trabalho, Reinheckel e colaboradores (1998) buscaram testar o possivel efeito
inibitdrio de oxidantes na atividade do proteassomo 20S e 26S, concluindo que tanto in vitro
como in vivo o proteassomo 20S é mais resistente a oxidantes, enquanto o proteassomo 26S
pode ser inibido pela oxidacdo (REINHECKEL et al., 1998). Desse modo, as proteinas
danificadas pelo estresse oxidativo sdo preferencialmente degradadas pelo proteassomo 20S
sem a necessidade de poli-ubiquitinacdo e independente de ATP (DAVIES, 2001; DEMASI;
DA CUNHA, 2018; JUNG; CATALGOL; GRUNE, 2009).

Por fim, imunoproteassomo assemelha-se ao core 20S, diferindo-se apenas quanto as
subunidades cataliticas do sitio ativo, que sdo induzidas por citocinas pré-inflamatérias, como
interferon- y e pelo estresse oxidativo, sendo denominadas de subunidades Bi (GRIFFIN et al.,
1998; HUBER et al.,, 2012; JOHNSTON-CAREY; POMATTO; DAVIES, 2016). O
imunoproteassomo apresenta um aumento da atividade catalitica do tipo quimiotripsina, uma
vez que, as subunidades Pij e Bsia possuem, enquanto a P2i apresenta atividade do tipo tripsina
(Figura 4c) (GOMES, 2013). Expresso nas células do sistema imunoldgico, o
imunoproteassomo € estudado por gerar peptideos associados ao complexo de
histocompatibilidade (MHC) de classe | (HUBER et al., 2012; JOHNSTON-CAREY;
POMATTO; DAVIES, 2016; ROCK et al., 1994). Para a ligacdo desses peptideos é necessario
gue 0s mesmos apresentem um comprimento de oito a nove aminoacidos acidos e ter a presenca
de residuos de ancoragem na regido C-terminal, que, para o ser humano, deve ser basico ou
hidrofébico (JOHNSTON-CAREY; POMATTO; DAVIES, 2016; KNIEPERT;
GROETTRUP, 2014). Quanto o seu efeito mediado pelo estresse oxidativo, Theo e Davies,
2004, propuseram a hipotese PrOxl| (oxidacdo proteica e imunoproteassomo): proteinas
oxidadas podem atuar como um sinal para acdo do imunoproteasssomo e consequente geracao
de peptideos de apresentacdo (TEOH; DAVIES, 2004), aléem disso, foi demonstrada a
degradacdo de proteinas oxidadas pelo imunoproteassomo com a mesma eficiéncia do 20S
(PICKERING et al., 2012). Vale ressaltar que a ligagdo do imuno & particula reguladora 11S
melhora sua seletividade, aumentando degradacdo de proteinas com danos oxidativos (Figura
4d) (DICK et al., 1996; HUBER; GROLL, 2017)
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Figura 4- Representacdo dos subtipos de proteassomos.

b) Proteassomo 26S

Y

¢) Imunoproteassomo d) Imunoproteassomo acoplado
a particula reguladora 11S

Proteassomo iterferon-y

20S &

Em 4a) tem-se 0 proteassomo constitutivo 20S que possui as subunidades cataliticas B1, B2 e 5. 4b) Representa
a associacdo do core 20S a subunidade 19S formando o proteassomo 26S. 4C) Representa 0 imunoproteassomo
cuja subunidades sdo induziveis pelo interferon vy, j& em D) tem se & associa¢do do imunoproteassomo a particula
reguladora 11S. Fonte: autoria propria (criado em Biorender.com)

13.1. Sistema Ubiquitina-Proteassomo e Anemia Falciforme

Contribuindo significativamente com a compreensdo do metabolismo eritrocitario, o
estudo do proteoma humano, de Kakhniashvili et al. (2004), identificou 14 proteinas do UPS,
incluindo seis subunidades de proteassomo nas fragdes citoplasmaticas. Estudos anteriores ja
haviam relatado que as heméacias humanas contém muitas proteinas ubiquitinadas, incluindo
espectrina (KAKHNIASHVILI et al.,, 2001; KAKHNIASHVILI; BULLA; GOODMAN,
2004), anquirina (CHANG et al., 2004a) e banda 3, com implicacdes diretas no envelhecimento
eritrocitario e na fisiopatologia da AF(CHANG; KAKHNIASHVILI; GOODMAN, 2005). A
ubiquitinacdo dessas proteinas pode afetar diretamente a estrutura e fungdo das células
vermelhas influenciando na clusterizacdo da banda 3 e, consequentemente, na dissociacdo de
proteinas do citoesqueleto por interromper sua ligacdo a anquirina (FERRU et al., 2011). A
vesiculagdo resultante da membrana plasmética e a geracdo de microparticulas s&o
caracteristicas importantes da AF (WESTERMAN et al., 2008). Apesar disso, o papel
especifico da ubiquitinacdo e da atividade proteassomal em pacientes com AF ainda é pouco
compreendido e merece maior investigacéo.

Recentemente, Warang et al (2018) encontraram atividade proteassomal (B1, B2 e B5)
aumentada e niveis menores de proteinas poliubiquitinadas em individuos com AF sob uso de

HC em comparacdo com pacientes ndo tratados com HC (WARANG et al., 2018a). Foi notavel
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que, apesar da terapia com HC, alguns pacientes apresentaram complicacdes persistentes e
acumulo de proteinas polubiquitinadas. Assim, 0s autores concluiram que a atividade
proteassomal aumentada entre pacientes tratados poderia ser a responsavel pela remocéo das
proteinas poliubiquitinadas, configurando um dos importantes mecanismos de acéo terapéutica
da HC (WARANG et al., 2018a). Entretanto, tal conclusdo estd em discordancia com o0s
resultados de Neelam et al (2011) que demonstraram, por microscopia eletronica de forca
atbmica e de transmissdo, que proteassomos isolados de hemé&cias maduras apresentaram
abundancia da unidade catalitica 20S e pouquissimos proteassomos acoplados a unidade 19S;
além disso os autores confirmaram atividade 20S in vitro e ndo detectaram atividade do
proteassomo 26S usando a abordagem 2D-DIGE (NEELAM et al., 2011).

Desse modo, visto o importante papel fisiolégico dos eritrocitos, a ruptura de seu
metabolismo redox e homeostase celular devido a presenca da Hb S, atrelados aos achados
sobre mecanismos proteoliticos do UPS justificam a presente proposta e fundamentam a
hipdtese de que a HC mitiga o distresse oxidativo exacerbado na AF, e, consequentemente as

demandas do UPS, contribuindo para manutencdo do metabolismo redox.
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4. Conclusodes

O tratamento com HC néo exerceu influéncia na atividade proteassomal, que se manteve
semelhante entre os grupos HC* e HC" no pool total de hemacias e nos conjuntos
celulares. A utilizou do extrato purificado em resina DEAE modificou o pefil de
atividade proteassomal, onde CG apresentou a maior atividade, condizendo com o0s

dados de expressao do proteassomo 20S.

O grupo HC, cujas células apresentam um quadro hiperoxidativo mais alterado
apresentou o menor nivel de expressdo do proteassomo 20S, indicando que os danos
oxidativos podem alterar o funcionamento e manutengdo dos niveis do UPS.

Fornecemos a evidéncia preliminar da presenca do imunoproteassomo nas hemécias e
da influéncia do tratamento com HC em sua expressao, sugerindo uma relagdo entre o
tratamento com HC e o UPS na manutencdo da homeostase redox nas células

falciformes é muito mais complexa do que foi explorado até 0 momento
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