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RESUMO

Os eritrocitos humanos séo células dnicas, altamente abundantes e uma das mais
especializadas no organismo humano. A principal funcdo dessas células consiste no
transporte de oxigénio (O2) dos pulmdes aos tecidos e o transporte de gas carbonico (CO»)
dos tecidos aos pulmdes por meio da molécula de hemoglobina (Hb). Apesar de
relativamente estavel, essa proteina pode se auto oxidar em metahemoglobina (MetHb) e
gerar o radical superoxido (O2¢-), 0 qual é um importante gatilho do processo oxidativo.
Além de fontes enddgenas, 0s eritrocitos sdo expostos a uma série de estressores ao longo
da circulacdo. Apesar disso, a fim de prevenir ou atenuar o0 estresse oxidativo gerado,
essas células sdo equipadas com um sistema antioxidante eficaz e autossustentavel,
intimamente relacionado com as vias da glicolise, das pentoses fosfato, da
metahemoglobina redutase (MetHb redutase) e dos nucleotideos, as quais contribuem
para a manutencdo do balango redox e energético nos eritrocitos. Entretanto, algumas
condi¢gdes podem sobrecarregar esse mecanismo de defesa citado, como a anemia
falciforme (AF). Sendo assim, o presente estudo objetivou avaliar biomarcadores do
metabolismo redox, glicolitico, via das pentoses fosfato, via da metHb redutase e
metabolismo de nucleotideos, a fim de melhor compreender como as células falciformes
lidam com a ruptura da homeostase metabdlica, buscando marcadores de lesdo oxidativa
mais especificos para AF e novos e promissores antioxidantes para futuras investigacoes
como terapia alternativa. Para isso, rigorosos critérios de exclusdo foram adotados para
obtencdo dos grupos estudados, os quais foram compostos por 10 individuos sem
hemoglobinopatias e 10 pacientes com AF. Imediatamente ap0s a coleta, as amostras de
sangue foram processadas para separacdo do plasma e preparacdo dos hemolisados
especificos. Posteriormente, foram avaliados biomarcadores bioquimicos por métodos
espectrofotométricos, cromatograficos e por imunomarcacdo. Diante disso, foi
confirmado que os eritrocitos falciformes sobrecarregam o sistema de defesa
antioxidante, levando a uma capacidade antioxidante deficiente que contribuiu
significativamente para a hemolise. Dentre os antioxidantes avaliados, destaca-se a
ergotioneina que apresentou reducédo de 2 vezes na AF, e correlagdes com os marcadores
do metabolismo dos eritrécitos, configurando uma promissora alternativa terapéutica
antioxidante para o tratamento da AF. Foi avaliado um marcador especifico de oxidacéo
de colesterol (ChAld) e, que também é um importante mediador de respostas
inflamatdrias, o qual apresentou niveis pelo menos duas vezes maiores nos pacientes.
Finalmente, foi observado que as células falciformes parecem escapar ou de alguma
forma alterar o mecanismo de deslocamento entre a glicolise e a via das pentoses fosfato
bem descrita para eritrocitos saudaveis, mantendo ambas as vias reguladas positivamente.

Palavras-chave: metabolismo eritrocitario, hemoglobina S, capacidade antioxidante.



ABSTRACT

Red blood cells (RBCs) are unique, highly specialized and the most abundant cells in the human
organism. Their primary function is transportation of the respiratory gases, oxygen (O) and
carbon dioxide (CO2) between lungs and tissues through the hemoglobin (Hb). Although
relatively stable, this protein can auto oxidize in methahemoglobin (MetHb) and generate the
superoxide radical (O2 » -), which is an important trigger of the oxidative process. In addition to
endogenous sources, erythrocytes are exposed to a number of stressors along the circulation.
Despite this, in order to prevent or attenuate the oxidative stress generated, these cells are
equipped with an effective and self-sustaining antioxidant system, closely related to the
glycolysis, pentose phosphate pathway (PPP), metHb reductase pathway and nucleotide
metabolism, which contribute to the maintenance of redox and energetic balance in erythrocytes.
However, some conditions may overload this defense mechanism, such as sickle cell anemia
(SCA). Thus, this study aimed to evaluate biomarkers of redox metabolism, glycolysis, PPP,
metHb reductase pathway and nucleotide metabolism, in order to better understand how sickle
cells deal with the rupture of metabolic homeostasis, seeking lesion markers more specific for
SCA and promising antioxidants, for investigations as alternative therapy. For this, were adopted
strict exclusion criteria to obtain the studied groups, which were composed of 10 individuals
without hemoglobinopathies and 10 patients with SCA. Immediately after collection, the blood
samples were processed for plasma separation and preparation of the specific hemolysates.
Subsequently, biochemical biomarkers were evaluated by spectrophotometric, chromatographic
and immunolabeling methods. In view of this, it was confirmed that sickle cells overloads the
antioxidant defense system, leading to a deficient antioxidant capacity that contributed
significantly to the hemolysis. Among the antioxidants evaluated, ergotionein showed a reduction
of 2-fold in SCA, and correlations with markers of erythrocyte metabolism, forming a promising
alternative antioxidant therapy for the treatment of SCA. A specific cholesterol oxidation marker
(ChAld) was evaluated, which is also an important mediator of inflammatory responses, which
presented at least two-fold higher levels in the patients. Finally, it has been observed that sickle
cells appear to escape or otherwise alter the mechanism of displacement between glycolysis and
the well described phosphate pentoses pathway for healthy erythrocytes, keeping both pathways
up-regulated.

Keywords: erythrocyte metabolism, hemoglobin S, antioxidant capacity
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1 INTRODUCAO
1.1  Eritrdcito Humano

Os eritrécitos humanos sdo células Unicas, altamente especializadas e uma das mais
abundantes no organismo humano (Pandey e Rizvi, 2011). Em individuos adultos
saudaveis, o numero destas na circulacio excede 4x10'%/L, o que corresponde,
aproximadamente, a um quarto do total de células presentes no corpo humano (Foller et
al., 2008). Sendo assim, em individuos com 5 L de sangue, mais de 10*! eritrécitos sdo
produzidos e removidos a cada dia (Lang et al., 2012). Essas células sdo produtos de um
processo de maturacdo iniciado na medula 6ssea, onde as células-tronco hematopoiéticas
originam proeritroblastos, os quais diferenciam-se em eritroblastos basofilos. Estes ddo
origem aos eritroblastos policromatofilos, os quais possuem alta atividade de atividade
de sintese de hemoglobina (Hb) e ferro. Posteriormente, ha transformacdo em
eritroblastos acidofilos, nos quais ha reducdo do nucleo e alta concentracdo de Hb. Em
seguida, o nucleo é extrudido da célula dando origem aos reticuldcitos, que possuem ainda
resquicios de organelas como reticulo endoplasméatico, mitocondrias e entre outros.
Finalmente, os reticuldcitos sdo lancados na circulacdo e maturados em eritrocitos
maduros, 0s quais possuem alta concentracdo de Hb em seu interior. (Pandey e Rizvi,
2011) (Yawata, 2003). A figura 1 ilustra o processo de eritropoiese.

Figura 1. Representacao esquematica do processo de eritropoiese.

Medula 6ssea

\
7

Proeritroblasto @ ‘
Eritroblasto @

baséfilo

Eritroblasto “
policromatéfilo o -

Eritroblasto \
acidoflilo (6. )

Reticulocito &
Eritrocito @

As células-tronco hematopoéticas sdo diferenciadas em proeritroblastos, os quais sofrerdo varias
modifica¢es que resultardo na formacéo do eritroblastos basofilos, eritroblastos policromatdfilos e
eritroblastos ortocrométicos/acidofilos, sucessivamente. Posteriormente, o nucleo é eliminado da célula
originando os reticuldcitos, os quais se tornam eritrécitos maduros e permanecem na circulagdo por
aproximadamente 120 dias. (Figura: elaborada pelo autor).
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1.1.1 Hemoglobina Humana

A principal funcdo dos eritrocitos consiste no transporte de oxigénio (O2) dos
pulmdes aos tecidos e o transporte de gés carbdnico (CO.) dos tecidos aos pulmdes, além
de exercem um papel importante na manutencdo do equilibrio acido-base (Steinberg e
Sebastiani, 2012). A proteina responsavel por esse transporte € a Hb, a qual possui uma
estrutura globular tetramérica com peso molecular de 64.458 Daltons e representa,
aproximadamente, 90% do peso seco da célula vermelha (Aslan, 2000; Pandey e Rizvi,
2011). A estrutura desse tetrametro conta com quatro subunidades constituidas de duas
fragdes: uma proteica e uma prostética, sendo a primeira composta por quatro cadeias
globinicas, duas sdo do tipo alfa (a ou §) e duas do tipo beta (B, 5, ®y, “y ou €) (Sankaran
e Weiss, 2015; Diepstraten e Hart, 2019). Enquanto que, o grupamento prostético é
constituido pelo grupo heme, o qual possui o atomo de ferro (Fe) na forma bivalente
(Fe?"), que possui alta afinidade ao atomo de O (Figura 2) (Manca e Masala, 2008;
Schechter, 2008). Apds ocorrer o acimulo de Hb no eritrocito, ele adquire o formato de
disco bicdncavo, o qual é mantido por uma eficiente organizacéo estrutural da membrana
(Yawata, 2003).

Figura 2. Representacéo estrutural da molécula de Hb adulta.
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A Hb humana é um tetrdmero formado por duas cadeias globinicas do tipo o e duas do tipo j3,
associada a elas, tem-se o grupamento heme, o qual contém um atomo de ferro (Fe 2*) que se liga 0 Oze,
permite seu transporte dos pulmdes aos tecidos. Fonte: (Adaptado de DIEPSTRATEN, S. e HART, A,
2018).

1.1.2 Membrana Eritrocitaria Normal
A composigéo e organizago estrutural da membrana do eritrocito permite que ele
sofra grandes deformacgdes reversiveis enquanto mantém sua integridade estrutural,
durante seu tempo de vida, aproximadamente 120 dias (Mohandas e Gallagher, 2008)

(Yawata, 2003). Essa membrana é constituida por uma mistura complexa de proteinas,
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lipidios, agua e carboidratos, sendo o primeiro, o principal componente (39,5%), sequido
por lipidios (35,1%), agua (19,5%) e, finalmente, carboidratos (5,8%) (Farag e
Alagawany, 2018). As proteinas de membrana sdo altamente especificas e possuem certa
heterogeneidade, dentre elas destaca-se as proteinas transportadoras, tais como: proteina
da banda 3, aquaporina 1, Glutl, cotransportador de K-Cl, Canal de Gardos, dentre outras
(Mohandas e Gallagher, 2008). Além disso, destaca-se uma importante enzima de
membrana do eritrécito humano — acetilcolinesterase (AChE) (Wright e Plummer, 1973;
Gupta, 2017).

Estudos tém evidenciado que a atividade desta enzima diminui com o
envelhecimento do eritrdcito, indicando aumento na disponibilidade de acetilcolina
(ACh), o que influencia no metabolismo dos eritrocitos e o transporte de O, (Mesquita et
al., 2001; Santos et al., 2003). Além disso, muitos trabalhos atribuiram a ACh um papel
significativo em eventos eritrocitarios, relacionados ao metabolismo do 6xido nitrico
(ON) (Eluwa, 1990; Carvalho et al., 2004). Saldanha e colaboradores (2017) relataram
que o complexo enzimatico ACh-AChE pode ativar a proteina cinase C (PKC), que
fosforila a proteina tirosina-cinase (PTK), e esta, por sua vez, fosforila a proteina da banda
3 da membrana, que se torna capaz de receber ON em seu grupo tiol, permitindo o efluxo
de ON dos eritrocitos, como ilustrado na figura 3 (Saldanha, 2016; 2017).

Figura 3. Efluxo de ON das membranas eritrocitarias.
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O complexo enziméatico ACh/AChE ativa a proteina cinase C, que fosforila a proteina tirosina-
cinase e esta, por sua vez, fosforila a proteina da banda 3. Dessa forma, a proteina da banda 3 torna-se
capaz de eliminar ON da célula. Fonte: (SALDANHA et al, 2017).



24

Além de proteinas, a membrana conta ainda com um sistema lipidico eficiente e
extremamente importante para manutencdo da célula (Kulig et al., 2016). Com relagdo a
esses componentes, destaca-se o colesterol, o qual exerce um importante papel na fluidez
e organizacdo das biomembranas (Kucuk, 1992). Entretanto, as espécies reativas de
oxigénio (ERO) podem promover a oxidacdo desse componente e gerar uma série de
produtos oxidativos, como hidroperdxidos, epoxidos, cetonas e aldeidos (Kulig et al.,
2016; Pataj et al., 2016). Nos ultimos anos, tem-se evidenciado a formac&o de aldeidos
de colesterol, como o hidroxi-5-0x0-5,6-secocolestan-6-al (CSec) e o produto de sua
reacdo aldolica: 3B-hidroxi-5B-hidroxi-B-norcholestano-6p-carboxaldeido  (ChAld).
Esses séo formados, principalmente, durante a oxidagéo do colesterol mediada por 0zénio
(Os3) e oxigénio molecular singlete (:02) (Miyamoto, 2003). A figura 4 representa as

estruturas quimicas dos aldeidos de colesterol citados.

Figura 4. Oxidacéo do colesterol.
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A oxidacdo ndo enzimética do colesterol, favorecida pela acdo de ERO pode gerar o produto CSec e seu
derivado por uma reacdo alddlica, ChAId. Fonte: (GENARO-MATOS et al,2013).

Outros importantes componentes da membrana lipidica sdo os fosfolipidios, os
quais sdo distribuidos assimetricamente ao longo da bicamada lipidica, com o0s
fosfolipidios amino (fosfatidilserina [PS] e fosfatidiletanolamina [PE]) no interior e
fosfolipidios contendo colina (fosfatidilcolina [PC] e esfingomielina [SM]) externamente
(Wood, 1996). Essa assimetria lipidica € uma propriedade disseminada das membranas
eucarioticas e desempenha um papel critico na interacdo normal da célula com seu

ambiente externo (Yawata, 2003). Uma vez que essas interacdes propiciam elasticidade,
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flexibilidade e deformidade, que sdo fundamentais para a manutencdo da integridade
estrutural e conferem ao eritrdcito a capacidade de deformacdo durante a passagem por
capilares pequenos, bem como a restauracdo da sua forma biconcava normal, sem perda
de integridade da membrana celular (Pandey e Rizvi, 2011; Farag e Alagawany, 2018).
Entretanto, essa interacdo entre os componentes de membrana pode ser danificada,
resultando em modificagcdes na membrana e consequente diminuigdo na funcionalidade e
sobrevida dos eritrocitos (Mohandas e Gallagher, 2008).

As modificacdes na membrana dos eritrocitos podem ser ocasionadas por auto
oxidacdo de Hb instaveis, as quais alteram a estrutura e funcdo da membrana e podem
gerar hemicromos — produtos da desnaturacdo oxidativa da Hb (Voskou et al., 2015).
Esses produtos possuem alta afinidade pelo dominio citoplasmatico da banda 3 e
medeiam a sua reticulacdo oxidativa através de ligacdes dissulfeto (Pantaleo et al., 2008).
Além disso, em condicdes de estresse oxidativo, apds a oxidacdo da banda 3, as tirosinas
cinases fosforilam o dominio citoplasmatico da banda 3, o que resulta na dissociacao das
proteinas do citoesqueleto e formacao de microparticulas (Pantaleo et al., 2008).

Situacdes de estresse oxidativo podem ainda, alterar proteinas do citoesqueleto,
como a espectrina — um dos principais alvos das ERO — sua oxidagdo ocasiona o
rompimento na interacdo com outras proteinas do citoesqueleto, como a actina e a
proteina 4.1 (Shinar, 1989). Diante disso, a estabilidade da membrana e sua interacdo com
0 citoesqueleto se torna prejudicada e acarreta o aumento da fragilidade na membrana da
célula (Ney, 1990). Essas fontes oxidativas podem ainda prejudicar a homeostase
cationica, por meio de elevadas concentragbes de Ca?*, ativagdo do Canal de Gardos,
eliminacdo de K* e consequente remogdo de agua (Mohandas e Gallagher, 2008). De
maneira semelhante, espécies pro-oxidantes podem interferir na atividade do
cotransportador K-Cl, acarretando a eliminacédo de K*, entrada de Cl" e 4gua, o que resulta
na ruptura da membrana celular e hemolise (Ney, 1990; Mohandas e Gallagher, 2008).
Além das ERO, uma série de outros componentes oxidantes podem interferir na

homeostase eritrocitaria (Yawata, 2003).

1.1.3 Fontes Oxidativas nos Eritrécitos Normais
Dentre as fontes oxidantes para o eritrocito normal, destaca-se 0 processo de
desnaturacdo oxidativa da Hb, que embora a sua forma oxigenada [Hb(Fell)O:] seja
considerada relativamente estavel, a mesma pode se auto oxidar em metahemoglobina

(metHb) [Hb(Felll)] e gerar radical superdxido (Oz¢-), 0 qual € um importante gatilho do
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processo oxidativo (Aslan, 2000; Pandey e Rizvi, 2011; Voskou et al., 2015; Carrell,
1975). Dessa forma, o processo de auto oxidagdo da Hb € quase inteiramente responsavel
pelas ERO dentro dos eritrocitos, além disso, a auto oxidagdo da glutationa reduzida
(GSH), juntamente com a da Hb sdo, provavelmente, as maiores fontes de peroxido de
hidrogénio (H202) enddgenas (Benfeitas et al., 2014) (Voskou et al., 2015).

Além da Hb, o Fe e 0 heme sdo agentes altamente oxidantes na célula, uma vez
que o Fe na forma livre ou ligado ao heme e Hb, pode atuar nas reaces de Fenton e
Haber-Weiss, gerando o radical hidroxila (+*OH) altamente reativo (Ferreira et al., 2008).
As reacdes de oxidacdo promovidas pelo heme ocorrem, principalmente, devido a sua
capacidade de interagir com lipidios e proteinas de membrana (Belcher, 2010; Voskou et
al., 2015). Esse processo de peroxidacgdo lipidica e oxidacdo proteica podem resultar em
desorganizacdo lipidica e deformidade celular, o que pode prejudicar a passagem dos
eritrocitos pelos capilares e entdo resultar em um transporte de O ineficiente aos tecidos
(Pries, 1996). Além disso, a desorganizacdo lipidica pode acarretar no rompimento da
assimetria dos fosfolipidios e assim, a exposi¢cdo de PS a membrana externa, sinalizando
que elas podem ser removidas por macrofagos (Mohandas e Gallagher, 2008).

Além das fontes enddgenas de espécies oxidantes, durante o periodo de vida dos
eritrécitos, eles sdo expostos a diferentes estressores ao longo do sistema circulatério
(Foller et al., 2008). Em média, as células vermelhas do sangue percorrem a medula renal
mais de uma vez por hora, onde sofrem chogue osmético; e sdo expostas a uma variedade
de xenobidticos presentes na circulacdo (Lang, 2005; Pandey e Rizvi, 2011; Perrone et
al., 2012). A cada minuto, os eritrécitos passam pelos pulmdes, onde podem sofrer com
estresse oxidativo, acarretado pelo desequilibrio entre fontes oxidantes e antioxidantes
(Foller et al., 2008). Ainda, os eritrocitos atravessam por microcapilares, muitas vezes
menores que 0s mesmos, onde sua arquitetura é drasticamente alterada (Van Wijk e Van
Solinge, 2005).

1.1.4 Protecdo Antioxidante nos Eritrocitos Normais
A fim de prevenir ou atenuar o estresse oxidativo gerado na célula, os eritrocitos
sdo equipados com um sistema antioxidante eficaz e autossustentavel que os possibilita
eliminar radicais livres, fornecendo protecdo antioxidante, enzimatica e ndo enzimatica
(Silva, D. G. etal., 2013; Van Zwieten et al., 2014). O sistema de defesa enzimatico inclui
a superoxido dismutase (SOD), que permite que o radical Oze- proveniente da auto

oxidacdo da Hb seja dismutado em Oz e H20>. Por sua vez, a catalase (CAT) neutraliza o
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H>0O>, transformando-o em H2O e O (Van Zwieten et al., 2014). Outra enzima que
contribui para a reducéo de lipo- e hidroperdxidos organicos é a glutationa peroxidase
(GPx), usando GSH como cofator (Mannervik, 1987). A GSH também atua como cofator
das glutationa-S-transferases (GST) na desintoxicacdo de xenobioticos (Van Zwieten et
al., 2014). Além disso, este tiol protege importantes proteinas da membrana contra a
oxidagéo, como a espectrina (Carrell, 1975), favorecendo a manutencédo da integridade e
flexibilidade da membrana eritrocitaria (Carrell, 1975). E também uma parte integrante
do pool de grupo sulfidrila que mantém a Hb em seu estado reduzido (Aslan, 2000).

Sob condicBes associadas a geracdo excessiva de oxidantes, podem ser gerados
altos niveis de dissulfeto de glutationa (GSSG), passiveis de externalizacdo para evitar
possivel citotoxicidade. Este mecanismo pode ser responsavel pela diminuicdo dos niveis
de GSH nos eritrdcitos (Lang, 2005; Foller et al., 2008). No entanto, 0 GSSG pode ser
revertido para sua forma reduzida pela acdo da glutationa redutase (GR), a qual usa o
NADPH, como agente redutor (Lang, 2005; Foller et al., 2008; Perrone et al., 2012). Da
mesma forma, a tiorredoxina redutase (TrxR) usa NADPH da via das pentoses fosfato
para reduzir a tiorredoxina oxidada (TrxSz) a sua forma ditiol (Trx (SH)2), sendo esta
ultima responsavel pela reducéo das peroxirredoxinas (Prxs) (Reiter et al., 2002; Perrone
etal., 2012).

As Prxs caracterizam-se por serem antioxidantes capazes de reduzir H.Og,
hidroperdxidos organicos e peroxinitrito, devido a presenca de um residuo de cisteina
altamente reativo presente em seu sitio catalitico (Low et al., 2008; Rhee, 2016). Nos
mamiferos existem seis isoformas de Prxs, as quais podem ser encontradas no citosol (Prx
1-2 e 4-6), complexo de Golgi (Prx 1-4), mitocondria (Prx 3 e Prx 5), peroxissomo (Prx
5) e no nucleo (Prx 1) (Wood Z, 2003). Destas, a Prx 2 é a terceira proteina mais
abundante nos eritrocitos e um dos principais agentes citoprotetores eritrocitarios contra
0 estresse oxidativo (Rhee, 2016). Em condicdes de altas concentracfes de perdxido, as
Prx 2 tornam-se superoxidadas, o que pode resultar na perda da funcdo de peroxidase
dessas enzimas, visto que, a TrxR ndo pode reduzir estes intermediarios (Jang et al.,
2004). Sabe-se ainda que, a Prx2 pode transcolar-se para a membrana através da ligagdo
ao dominio citoplasmatico da banda 3, provavelmente, a fim de proteger a banda 3 e as
proteinas associadas contra danos oxidativos (Matte et al., 2013).

Outro antioxidante importante para os eritrdcitos é a ergotioneina (ERT), a qual é
0 segundo tiol mais abundante nos eritrocitos, devido a presenca de um transportador de

membrana (OCTNL1), que possibilita a entrada de ERT nos eritrocitos (Kobayashi et al.,
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2004; Paul e Snyder, 2010; Kuypers, 2014). Esse aminoacido possui a¢do antioxidante na
eliminacdo de radicais livres e outras atividades citoprotetoras (Paul e Snyder, 2010). Os
mamiferos obtém a ERT exclusivamente por meio da dieta, sendo alguns fungos e
bactérias 0s Unicos organismos conhecidos por sintetiza-la (Cheah e Halliwell, 2012). A
figura 5 ilustra os principais eventos oxidativos intracelulares, bem como 0s mecanismos

de protecdo nos eritrécitos.
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Figura 5. Eventos oxidativos intracelulares e mecanismos de protecao.
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A desnaturagdo oxidativa da Hb resulta na producdo de ERO, heme livre e Fe, este age como um reagente
na reacdo de Fenton e Habber-Weiss para geracdo de *OH.J& o grupamento heme livre, promove reacGes
de oxidagdo e possui um efeito pro-inflamatério. As ERO promovem ainda a oxidagdo da proteina 4.1,
actina e espectrina, resultando em danos na interagdo de membrana, além disso pode ocorrer a exposi¢do
de PS, que acarreta ruptura na organizacdo da membrana (A). Diante dos danos gerados pelas ERO e outras
fontes oxidativas, a célula conta um eficiente sistema antioxidante (B). Fonte: (Adaptado de VOSKOU et
al, 2015).
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1.1.5 Metabolismo Energético e vias associadas dos eritrocitos normais

Além do sistema antioxidante, os eritrdcitos contam com um sistema eficiente de
geracdo de energia, o qual depende unicamente da degradacdo anaerdbica da glicose
através da via glicolitica, gerando adenosina trifosfato (ATP), NADH e piruvato, este no
caso dos eritrécitos serd convertido em lactato pela acdo da enzima lactato desidrogenase
(LDH) (Davidson Wd, 1972). O ATP obtido da glicolise pode ser utilizado por bombas
de ions de membrana e na manutencao da integridade eritrocitaria, enquanto que o NADH
é utilizado para a redugé@o da metHb, mantendo essa proteina no estado ferroso (Van Wijk
e Van Solinge, 2005). Aproximadamente, de 70-90% dessa glicose é metabolizada pela
via glicolitica para produzir ATP (Van Zwieten et al., 2014). A glicose remanescente é
direcionada para a via das pentoses fosfato, cuja funcdo principal é a producdo de
potencial redox na forma de NADPH (Beutler, 1971), por sucessivas rea¢des de oxidacao
catalisadas pela glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH) e pela fosforilgluconato
desidrogenase (Beutler, 1971). A G6PDH catalisa a primeira etapa irreversivel da via das
pentoses fosfato, que produz a primeira molécula de NADPH. Por este motivo, ela tem
um papel crucial no estresse oxidativo pela captura de ERO. Além disso, a atividade dessa
enzima deve ser rigidamente controlada, uma vez que ela desloca diretamente a via
oxidativa, regula a glicélise e o fluxo para a via das pentoses fosfato (Akram et al., 2019).

Os eritrocitos possuem ainda, um metabolismo de nucleotideos que auxilia na
manutencdo do balanco energético nos eritrocitos, através do ciclo metabolico das purinas
(Yeung et al., 2018). Além da manutencdo do balanco energético, o ATP pode ser
utilizada pelos eritrécitos para manter a estabilidade osmotica e as proteinas da rede
esquelética da membrana, possibilitando assim a manutencdo do formato das membranas
e o controle na deformacdo (Farag e Alagawany, 2018). Sabe-se que em condicdes
fisioldgicas normais, a adenina intracelular € proveniente da hidrélise da S-adenosil-
homocisteina e do catabolismo do ATP a adenosina 5'-difosfato (ADP) e depois a
adenosina 5'-monofosfato (AMP), que € posteriormente catalisado para produzir
adenosina (Yeung et al., 2018). Externamente, as concentragdes de adenosina sédo
mantidas muito baixas devido a rapida absorcao pelos transportadores de nucleotideos e
também pelo catabolismo a outros metabdlitos da oxipurina, como hipoxantina e &cido
arico (Farthing et al., 2015). Internamente, em situacfes de hipoxia ou estresse celular
pode ocorrer o0 acumulo de hipoxantina e &cido urico nas células (Castilhos et al., 2017a).



31

1.2 Eritrdcito Falciforme

Entretanto, vérias condi¢BGes clinicas podem sobrecarregar o metabolismo
energeético, nucleotidico e sistema de defesa antioxidante dos eritrocitos normais, como
por exemplo: a anemia falciforme (AF). Essa doenca, caracteriza-se por ser uma das
hemoglobinopatias mais prevalentes no mundo (Kato et al., 2018). A incidéncia de
nascimentos com AF na Africa subsaariana foi estimada em, aproximadamente, 230.000
em 2010, o que corresponde a cerca de 75% dos nascimentos com AF em todo o mundo
(Piel, F. B. etal., 2013; Piel, Frédéric B. et al., 2013). Enquanto que no Brasil, a incidéncia
de recém-nascidos com AF varia entre os estados, refletindo a heterogeneidade da
populacdo brasileira. Em 2014, a incidéncia de AF foi de 1 em 650 recém-nascidos
rastreados no estado da Bahia, 1 em 1.300 no estado do Rio de Janeiro e 1 em 13.500 no
estado de Santa Catarina (Saude, 2014). Em 2016, constatou-se que em todo o pais, 1.071
recém-nascidos tinham AF e mais de 60.000 eram heterozigotos para o alelo B° (Braga et
al., 2016). A Figura 6 ilustra as estimativas de nascimentos com AF no mundo.

Nessa afeccdo, devido a mudancas genéticas e bioquimicas o eritrdcito normal é
alterado a eritrécito falciforme, o qual é mais fragil, suscetivel a danos oxidativos, e
altamente instavel, com uma vida qutil reduzida em > 75%, devido a presen¢a da Hb S
(Quinn et al., 2016).

Figura 6. Estimava de nascimentos de individuos com AF no mundo.
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Numeros estimados de nascimentos com falciforme anemia por 100.000 nascimentos por pais em
2015. As estimativas sdo derivadas de dados de prevaléncia publicados por (Piel, Frédéric B. et al., 2013).
Fonte: (Adaptado de KATO et al, 2018).
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1.2.1 Hemoglobina S (Hb S)

A hemoglobina S (Hb S) é causada por uma mutacdo pontual (HBB:c.20A>T;
rs334) no gene da beta (3)-globina (HBB) (Ballas et al., 2012). Essa mutacéo leva a troca
do vigésimo nucleotideo, adenina por timina (GAG—GTG), o que resulta na substitui¢éo
do acido glutamico (caracteristicas hidrofilicas) por valina (caracteristicas hidrofobicas),
na sexta posicdo da cadeia (HBBY®“?), o que acarreta em caracteristicas estruturais e
bioguimicas diferentes da Hb normal (Ballas et al., 2012; Steinberg e Sebastiani, 2012).
Quando herdada em homozigose (Hb SS) ha ocorréncia da AF, a qual se caracteriza por
ser uma anemia hemolitica hereditaria autossémica recessiva (Kato et al., 2018). A
fisiopatologia dessa doenca é complexa e multissistémica caracterizada por complicacdes
agudas e crénicas (Figura 7). Avancos e cuidados médicos gerais, diagnostico precoce e
tratamento levaram a melhorias substanciais na expectativa de vida de individuos com
AF em paises de alta renda. No entanto, mesmo com o melhor atendimento, a expectativa
de vida desses individuos ainda é reduzida em cerca 30 anos (Anie, 2005; Weatherall,
2011).

Figura 7. Complicacdes clinicas na Anemia Falciforme.
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Dentre as complicacBes agudas em individuos com AF, a crise de dor é a mais comum, e assim
como as demais complicagdes agudas, pode ocasionar disfuncdo nos érgdos e morte precoce. Fonte:
(Adaptado de KATO, 2018).

Devido as caracteristicas estruturais e bioguimicas alteradas da Hb S, em

condigdes de baixa oxigenagdo, acidose ou desidratacdo, essa Hb sofre mudangas
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conformacionais (Kato et al., 2018). Isso ocorre devido ao aminoacido valina tentar se
estabilizar em meio hidrofilico, formando interagdes com residuos hidrofobicos de outra
Hb S-desoxigenada dando origem a cristais e, com a agregacao destes aos polimeros, ha
o rompimento do citoesqueleto e origem da célula falcizada (Steinberg e Sebastiani,
2012). Sendo assim, na presenga de O as células mantém seu formato bicéncavo normal
e em situagdes de baixa oxigenacao, elas tendem a se polimerizar, gerando um ciclo de
polimerizagdo/despolimerizacdo, o qual ndo é permanente, mas 0 momento e 0s motivos
pelos quais ele é interrompido, ndo é bem descrito (Kato et al., 2018) (Figura 8).

Esse processo de polimerizacdo da Hb S pode ser desencadeado por diversos
mecanismos, dentre eles, a afinidade reduzida da Hb S ao O2 quando comparado a Hb A
(Ballas et al., 2012). Além disso, a afinidade ao O pela Hb S € ainda mais reduzida pela
acdo do intermediario glicolitico presente em altas quantidades nos eritrocitos
falciformes: 2,3 bifosfoglicerato (2,3-BFG), o qual por interagdo com subunidades de -
globina desoxigenadas, reduz a afinidade da Hb por Oz (Rogers et al., 2013). Sabe-se
ainda que, eritroci