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IMPACTO SOCIAL DA PESQUISA

A presente pesquisa contribui significativamente para o entendimento dos
mecanismos inflamatérios associados a anemia falciforme (AF), uma das doencas
hereditarias mais prevalentes no Brasil e no mundo, especialmente em populacdes
afrodescendentes e de regiées com menor acesso a recursos de saude. Ao investigar
os efeitos da melatonina e da ergotioneina sobre mediadores inflamatérios em modelo
transgénico de AF, este estudo abre novas perspectivas para o desenvolvimento de
terapias complementares e acessiveis voltadas a modulacédo da inflamacao estéril,
um dos principais processos envolvidos nas complicacdes clinicas da doenca.

Do ponto de vista social, os resultados obtidos reforcam a importancia da
pesquisa basica como base para inovacdes terapéuticas capazes de melhorar a
qualidade de vida de individuos com AF, reduzindo complicacdes inflamatérias,
hospitalizagbes e custos associados ao tratamento. Além disso, ao empregar
biomoléculas com perfil de seguranca reconhecido, o estudo contribui para ampliar o
conhecimento cientifico sobre alternativas terapéuticas potencialmente menos
invasivas e economicamente viaveis, alinhadas as necessidades do sistema publico
de saude brasileiro.

Por fim, esta pesquisa também possui um impacto educacional e social indireto,
ao promover a formacédo de recursos humanos qualificados em biociéncias e ao
fortalecer a integracdo entre universidades e centros de pesquisa hacionais,
favorecendo a continuidade de estudos translacionais que possam futuramente
resultar em beneficios concretos para pacientes com anemia falciforme e outras

doencas inflamatérias crénicas.



SOCIAL IMPACT OF THE RESEARCH

This research contributes significantly to the understanding of the inflammatory
mechanisms associated with sickle cell anemia (SCA), one of the most prevalent
hereditary diseases in Brazil and worldwide, especially in populations of African
descent and in regions with less access to healthcare resources. By investigating the
effects of melatonin and ergothioneine on inflammatory mediators in a transgenic
model of SCD, this study opens up new perspectives for the development of
complementary and accessible therapies aimed at modulating sterile inflammation,
one of the main processes involved in the clinical complications of the disease.

From a social perspective, the results obtained reinforce the importance of basic
research as a basis for therapeutic innovations capable of improving the quality of life
of individuals with AF, reducing inflammatory complications, hospitalizations, and
treatment-related costs. In addition, by employing biomolecules with a recognized
safety profile, the study contributes to expanding scientific knowledge about potentially
less invasive and economically viable therapeutic alternatives, aligned with the needs
of the Brazilian public health system.

Finally, this research also has an indirect educational and social impact by
promoting the training of qualified human resources in biosciences and strengthening
integration between universities and national research centers, favoring the continuity
of translational studies that may in the future result in concrete benefits for patients

with sickle cell anemia and other chronic inflammatory diseases.
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“Se vi mais longe, foi por estar sobre os ombros de gigantes”
(Isaac Newton; 1675)



RESUMO

A anemia falciforme (AF) € uma condicdo hereditaria autossdmica codominante
caracterizada por uma fisiopatologia complexa que engloba: a polimerizacdo da
hemoglobina (Hb) S, eventos vaso-oclusivos, disfuncdo endotelial e inflamacao estéril.
Apesar dos avancos, o perfil inflamatério de pacientes com AF permanece controverso
e sem abordagens terapéuticas direcionadas a resolucdo da inflamacéo. Neste
sentido, o presente estudo avaliou os efeitos anti-inflamatérios da ergotioneina (ERT)
e da melatonina (MEL) sobre o perfil plasmatico de citocinas em camundongos
transgénicos para AF (HbSS), comparado aos controles traco falciforme (HbAS). Os
camundongos humanizados foram obtidos a partir de um processo de transplante de
células da medula de camundongos HbSS e HbAS de colbnia originados do modelo
Berkeley. Foram gerados quatro grupos: 5 individuos AS (controle), 8 SS (grupo
doente), 5 SS+ERT (tratados com ERT) e 9 SS+MEL (tratados com MEL). Em periodo
experimental de 60 dias foram administradas 35 mg/kg/dia de ERT e 10 mg/kg/dia de
MEL, diluidas na agua potavel dos respectivos grupos do tratamento. Ao final, os
camundongos foram eutanasiados, o sangue foi coletado e processado para obtencéo
do plasma. Por citometria de fluxo, foram quantificados os niveis plasmaticos das
citocinas: IL-12p70, TNF-a, IFN-y, MCP-1, IL-10 e IL-6. As analises univariadas e
multivariadas demonstraram que 0s grupos AS e SS nao diferiram estatisticamente
entre si, corroborando evidéncias de que o modelo murino ndo mimetiza a resposta
inflamatdria da condicdo sem inducdo. A ERT ndo promoveu alteracdes significativas
no perfil de citocinas. Em contraste, a MEL reduziu de forma seletiva a MCP-1, sem
efeito significativo sobre as demais citocinas. A modulacdo seletiva da MCP-1 pela
MEL pode ocorrer por mdultiplos mecanismos, incluindo regulacdo de sinalizacdo
intracelular, modulacao transcricional e mecanismos epigenéticos. Conclui-se que o
modelo murino apresenta uma translacdo limitada da resposta inflamatoria sistémica
na AF e pode subestimar efeitos terapéuticos; contudo, os resultados sustentam a
MCP-1 como alvo promissor de intervencdo e a MEL como possivel agente modulador
seletivo desse marcador.

Palavras—chave: hemoglobina S; berkeley; citocinas; MCP-1; medicina translacional.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is an autosomal codominant hereditary condition
characterized by complex pathophysiology that includes hemoglobin (Hb) S
polymerization, vaso-occlusive events, endothelial dysfunction, and sterile
inflammation. Despite advances, the inflammatory profile of patients with SCD remains
controversial, and there are no therapeutic approaches aimed at resolving
inflammation. In this sense, the present study evaluated the anti-inflammatory effects
of ergothioneine (ERT) and melatonin (MEL) on the plasma cytokine profile in
transgenic mice for AF (HbSS), compared to sickle cell trait (HbAS). We obtained the
transgenic mice by transplanting bone marrow cells from HbSS and HbAS mice, which
originated from a colony of the Berkeley model. We generated four groups: 5 AS
individuals (control), 8 SS (sick group), 5 SS+ERT (treated with ERT), and 9 SS+MEL
(treated with MEL). During a 60-day experimental period, 35 mg/kg/day of ERT and 10
mg/kg/day of MEL were administered, diluted in water for the respective treatment
groups. Atthe end, the mice were euthanized, and blood was collected and processed
to obtain plasma. We quantified plasma levels of cytokines IL-12p70, TNF-a, IFN-y,
MCP-1, IL-10, and IL-6 by flow cytometry. Univariate and multivariate analyses
demonstrated that the AS and SS groups did not differ statistically from each other,
corroborating evidence that the murine model does not mimic the inflammatory
response of the condition without induction. ERT did not promote significant changes
in the cytokine profile. In contrast, MEL selectively reduced MCP-1, with no significant
effect on other cytokines. Selective modulation of MCP-1 by MEL may occur through
multiple mechanisms, including regulation of intracellular signaling, transcriptional
modulation, and epigenetic mechanisms. It is concluded that the murine model
presents a limited translation of the systemic inflammatory response in FA and may
underestimate therapeutic effects; however, the results support MCP-1 as a promising

target for intervention and MEL as a possible selective modulator of this marker.

Keywords: hemoglobin S; berkeley; cytokines; MCP-1; translational medicine
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1.INTRODUCAO

1.1. DOENCA FALCIFORME

A doenca falciforme (DF) foi descrita pela primeira vez em 1910 por James B.
Herrick, que observou, em alguns pacientes, eritrécitos com um formato anémalo de
foice (Herrick, 1910). Desde entdo, a compreensdo sobre essa condicao e os dados
a seu respeito ttm aumentado gradativamente. Em 2019, essa doenca demonstrou
grande impacto no ambito nacional, apds apresentar uma prevaléncia de 60 mil casos,
acompanhada por uma taxa de mortalidade de 0,25 a cada 100 mil obitos (Cancado
et al., 2023). Em 2021, por sua vez, a incidéncia global da DF foi de 382 casos por
100 mil nascidos vivos, com uma prevaléncia estimada em 7,74 milhGes de pessoas
afetadas, sendo considerada a condigdo hematolégica monogénica mais comum em
todo o mundo (Thomson et al., 2023).

O termo “doenga falciforme” engloba um grupo de doencas hereditarias,
caracterizadas por uma mutacdo pontual (HBB:c.20A>T; rs334), herdada em
homozigose ou dupla heterozigose, no gene que codifica a subunidade [ da
hemoglobina (Hb). Essa alteracdo resulta na substituicdo de um acido glutamico, com
caracteristicas hidrofilicas, por uma valina, que dispde de caracteristicas hidrofébicas,
na sexta posicao da cadeia, levando a formacdo de uma Hb com caracteristicas
estruturais e bioquimicas diferentes da Hb A, chamada de Hb S (Ballas et al., 2012;
Rees et al., 2010; Sundd et al., 2019)

A DF é transmitida como uma caracteristica autossdmica codominante, em
nivel molecular; tendo em vista que os individuos heterozigotos para o alelo BS
apresentam a manifestacdo fenotipica da mutacdo, sendo considerados traco
falciforme (HbAS), mas ndo manifestam a condi¢do clinica. Individuos homozigotos
para o alelo BS, por sua vez, desenvolvem a forma mais comum da DF: a anemia
falciforme (AF) (Sundd et al., 2019).

1.2. FISIOPATOLOGIA DA ANEMIA FALCIFORME

A AF dispde de uma fisiopatologia complexa envolvendo a falcizacdo dos
glébulos vermelhos, reologia sanguinea alterada e dano tecidual subsequente (Sundd
et al., 2019). Os processos fisiopatologicos que caracterizam a condicdo sao
impulsionados principalmente pelas alteragées estruturais e funcionais da HbS e

posterior prejuizo na forma dos glébulos vermelhos.
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Em momentos de desoxigenacdo intraeritrocitaria, ha a exposicao de motivos
hidrofébicos da HbS. A fim de evitar tal exposi¢céo, os diferentes tetrameros de HbS
desoxigenados se agrupam, formando longos e rigidos polimeros, em um processo
denominado polimerizagdo da HbS, que constitui um dos principais mecanismos
fisiopatologicos dessa condicdo (Ballas et al., 2012; Rees et al., 2010; Sundd et al.,
2019). Esses polimeros de HbS se alongam rapidamente, aumentando a rigidez
celular e distorcendo a membrana do eritrocito, resultando na falcizacdo destas
células, as quais se tornam menos flexiveis e mais suscetiveis a hemdlise precoce
(Elendu et al., 2023; Rees et al., 2010).

A polimerizacédo da HbS e posterior falcizacao celular desencadeiam o segundo
mecanismo fisiopatoldgico caracteristico da AF que é a vaso-oclusdo. A falcizacéo
dos eritrocitos expde moléculas de adesdo e motivos de ligacao que contribuem para
a agregacao destes as células inflamatérias e endoteliais, formando aglomerados que
comprometem o fluxo sanguineo, principalmente em capilares e pdés-capilares
venosos (Rees et al., 2010; Sundd et al., 2019). Ademais, 0 aumento na taxa de
hemodlise acompanhada pelo prejuizo na deformabilidade dos eritrécitos falcizados
afetam diretamente a viscosidade do plasma, contribuindo para crise vaso-oclusivas
(VOCs), as quais desencadeiam danos teciduais devido aos processos de isquemia-
reperfuséo (Elendu etal., 2023; Sundd et al., 2019).

Outro mecanismo caracteristico da AF é a disfuncdo endotelial, ocasionada
pelo impacto crénico da anemia hemolitica continua e VOCs (Sundd et al., 2019). Os
eritrocitos falcémicos estdo sujeitos a hemdlise intravascular e extravascular, sendo
que a primeira danifica diretamente os vasos sanguineos (Kato et al., 2017). Durante
esse processo, a Hb liberada passa por rea¢cdes de oxidacao que resultam na geracao
do anion superoxido (027 ), o qual, no vaso sanguineo, reage com o 6xido nitrico (-NO),
um potente vasodilatador, para formar peroxintrito (ONOO"), um forte oxidante, de
forma irreversivel. Isso ndo apenas favorece a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO), que desregulam a homeostase redox vascular e contribuem para
lesdes no endotélio, mas também prejudica a vasodilatacdo ao sequestrar o NO,
intensificando os eventos de vaso-oclusdo (Kato et al., 2017; Sundd et al., 2019). O
comprometimento da resposta de dilatacdo e constricdo dos vasos sanguineos
associado a anemia persistente, ao longo do tempo, contribui para a disfuncdo de
orgdos, como o coracao, rim e figado (Anthi et al., 2007; Gladwin & Ofori-Acquah,
2014; Sachdev et al., 2021).
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H& mais de 70 anos, a fisiopatologia complexa da AF tem sido investigada por
diversos pesquisadores com o objetivo de compreender e minimizar as manifestacbes
clinicas dessa condicdo. Durante esse periodo, a caracterizacdo da fisiopatologia
dessa doenca foi baseada nos trés mecanismos descritos anteriormente
(polimerizacao da HbS, vaso-ocluséo e disfuncdo endotelial) e suas inter-relagdes. No
entanto, recentemente, um quarto mecanismo foi identificado como um importante

fator para a clinica da AF: a inflamacao estéril (Sundd et al., 2019) (Figura 1).

Inflamagao Estéril
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Fgura 1. Fisiopatologia complexa da anemia falciforme (AF). A polimerizacdo da HbS ocorre quando a
hemoglobina desoxigenada sofre rearranjo molecular, formando polimeros que deformam o eritrécito, resultando
na falcizagcdo. A vaso-oclusdo é caracterizada pela agregacao de eritrocitos falcizados, plaquetas e leucécitos a
parede endotelial, interrompendo o fluxo sanguineo e causando hipéxia tecidual. A disfuncéo endotelial € induzda
principalmente pela liberacdo de ERO (espécies reativas de oxigénio), que levam a deplecao de NO (6xido nitrico)
e a vasoconstricao, prejudicando o tbnus e a funcao vascular. A inflamacéao estéril € desencadeada pela liberagio
de DAMPs (padrbes moleculares associados a dano), que promovem a ativacdo de células de defesa como
neutréfilos, linfocitos e macréfagos, gerando uma tempestade de citocinas e formacgdo de NETs (armadilhas
extracelulares de neutréfilos), perpetuando a inflamacéo e contribuindo para o dano vas cular.Hb S: hemoglobina
S. ERO: espécies reativas de oxigénio. NO: 6xido nitrico. DAMPs: padrdes moleculares associados a dano. NETSs:
armadilhas extracelulares de neutréfilos. Fonte: Elaborado pelo autor. Biorender. Referéncias de consulta: Sundd

etal., 2019;Ballas etal., 2012;Elendu et al., 2023; Kato et al., 2017.

1.3. PROCESSO INFLAMATORIO
A inflamacdo é um processo onipresente e benéfico ao organismo, onde o

principal intuito é limpar o corpo de uma causa especifica (Chen & Nufiez, 2010;
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Watson et al., 2017). InUmeras sao as causas que podem desencadear 0 processo
inflamatorio, incluindo coagulo sanguineo, lesfes fisicas, exposi¢cdes quimicas a
compostos nocivos, condi¢cdes neurolégicas, doencas autoimunes e infeccdes por
patdbgenos, como bactérias, virus, fungos e protozoarios (Roe, 2021; Watson et al.,
2017). De acordo com Zindel e Kubes (2020), a inflamacdo depende absoluta e
categoricamente do recrutamento de leucdcitos, ou seja, ainda que diferentes vias
sejam mobilizadas dependendo da causa inflamatdria, o objetivo final € o mesmo:
garantir o trafego de leucdcitos a regido afetada.

O processo inflamatorio pode ser classificado como estéril ou ndo estéril, com
base na presenca ou auséncia de infeccdo microbiana (Rarick et al., 2024; Zindel &
Kubes, 2020). A inflamacédo ndo estéril ocorre na presenca de infec¢cdo, na qual os
patégenos geralmente sdo reconhecidos por padrbes moleculares evolutivamente
conversados associados a sua estrutura. Esses produtos microbianos conservados,
como o lipopolissacarideo de bactérias (LPS), &cidos nucleicos de virus e
componentes da parede celular de fungos, também sdo chamados de padrdes
moleculares associados a patéogenos (PAMPs) e ativam receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs), localizados em células endoteliais, dendriticas e
macrofagos (MURPHY, 2014; Sangiuliano et al, 2014; Zindel & Kubes, 2020). Os
PRRs acionam vias de sinalizagdo que estimulam uma resposta imunolégica marcada
pela ativacdo do sistema do complemento, a liberacéo de citocinas e a migracao de
neutréfilos e macrofagos para o local da infeccdo (MURPHY, 2014; Sangiuliano et al.,
2014).

Por outro lado, a inflamacao estéril ocorre na auséncia de patdgenos, mas pode
ser desencadeada por lesfes fisicas, quimicas ou autoimunidade. Neste cenario os
padroes moleculares imunoestimuladores diferem dos padrdes microbianos e séao
canonicamente associados a danos; sendo chamados de padrées moleculares
associados a danos (DAMPs) (Sangiuliano et al., 2014; Zindel & Kubes, 2020). Os
DAMPs séo, em sua maioria, fatores enddégenos contidos no espaco intracelular, onde
ndo sao reconhecidos pelos receptores das células imunes em condi¢cdes normais.
Entretanto, em caso de lesdo tecidual, esses fatores sédo liberados para o espaco
extravascular devido a morte celular, permitindo, assim, seu reconhecimento por
esses receptores (Chen & Nufiez, 2010). Dessa forma, a resposta inflamatéria na
inflamacdo estéril € mediada por fatores como a liberacdo de ATP (adenosina

trifosfato), urato e acido graxos, ERO, proteinas especificas, as quais ativam
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receptores do tipo NOD (NRLs) e TOLL (TLRs), levando a producéo de citocinas pro-
inflamatorias como interleucina 1B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), fator de necrose
tumoral (TNF-a), interferon-gama (IFN-y), interleucina 8 (IL-8), além da ativacdo de
células como os macréfagos e os mastécitos (MURPHY, 2014; Sangiuliano et al.,
2014). Emresumo, em ambos 0s mecanismos citados o processo inflamatorio se inicia
a partir da deteccao de perigo (PAMPs ou DAMPS) por receptores (TLRs e NLRs)
contidos em células endoteliais ou sentinelas, como macrofagos, células dendriticas
e mastocitos. Esse reconhecimento culmina na producao e liberacdo de mediadores
inflamatdrios que desencadeiam a ativacdo e recrutamento de leucdécitos a regiao
afetada afim de eliminar a causa inflamatoria.

Apos a remocdo do estimulo agressor, ha a producdo de mediadores proé-
resolucdo como lipoxinas e resolvinas, além de citocinas anti-inflamatérias como a IL-
10 (interleucina 10), IL-4 (Interleucina 4), IL-13 (Interleucina 13) e TGF-B (Fator de
crescimento transformador Beta), as quais inibem a producdo de citocinas pro-
inflamatérias, alteram o perfil de polarizacdo de macrofagos, promovem o reparo
tecidual, filtragem das células de defesa e angiogéneses (Conran & Belcher, 2018;

Sangiuliano et al., 2014).

1.3.1 Inflamacdo Estéril na Anemia Falciforme

Como mencionado anteriormente, a manifestacéo clinica da AF tem sua origem
na polimerizacdo da HbS, o que resulta na falcizagdo dos eritrécitos e contribui para
VOCs. A vaso-oclusédo, por sua vez, desencadeia eventos de isquemia e reperfuséo,
que, ao longo do tempo, causam danos teciduais (Sundd et al., 2019; Ware et al.
2017). Essas lesdes liberam DAMPs, principalmente eDAMPSs (padrbes moleculares
associados a danos em eritrgcitos), que estimulam a progresséo da inflamacao estéril,
caracterizada pela ativacédo de leucdcitos, plaquetas, células endoteliais, tempestade
de citocinas, deplecado de NO e geracdo de ERO (Conran & Belcher, 2018; Sundd et
al., 2019).

Os episodios de vaso-oclusdo, associados a perda de flexibilidade dos
eritrocitos falcizados, desencadeiam altas taxas de hemolise intra e extravascular
(Sundd et al., 2019). A hemdlise resulta na liberacdo de HbS, ERO, HMGB1 (Caixa 1
do Grupo de Alta Mobilidade), DNA mitocondrial, ATP, entre outras moléculas que
atuam como DAMPs no ambiente extracelular (Allali et al., 2022; Garcia et al., 2020;
Huang et al. 2024; Rarick et al., 2024; Sundd et al., 2019; Tumburu et al., 2021). A
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oxidacao da Hb livre, por exemplo, leva a liberacdo do grupo heme e de sua forma
oxidada, a hemina, ambos potentes agonistas do receptor TLR4, presente em
leucocitos circulantes (Kato et al., 2017; Owusu-Ansah et al., 2016; Sundd et al.,
2019). A ligacao dessas moléculas ao receptor promove o recrutamento do adaptador
MyD88 (Resposta Primaria de Diferenciacdo Mieldide 88), que aciona duas rotas
principais de ativacdo de fatores de transcricdo inflamatérios. Em uma via direta, a
MyD88 interage com as quinases IRAK (Quinases associadas ao receptor da
interleucina-1), que, por sua vez, recrutam e ativam a proteina adaptadora TRAF6
(Fator Associado ao Recetor do Fator de Necrose Tumoral 6). Esta ativa o complexo
TAK1 (Quinase ativada por Fator de crescimento transformador Beta), que estimula
diretamente o complexo KK (Quinase IkB). O IKK entdo fosforila a proteina inibitoria
kB (Inibidor kappa B), levando a sua degradagdo e permitindo que o fator de
transcricdo NF-kB (fator nuclear kappa B) transloque-se ao nucleo, onde regula a
expressao de genes pré-inflamatérios(Calvo-Marzal et al., 2006; Conran & Belcher,
2018; Guo et al., 2024).

Paralelamente, a ativacdo das IRAKs também desencadeia a cascata de
sinalizacdo das MAPKSs (Quinases ativadas por mitdgeno). Essas quinases podem
promover a ativagdo do NF-kB, bem como do fator de transcricdo AP-1 (Ativador de
Proteina 1), formado principalmente pelos dimeros das proteinas da familia Jun (c-
Jun) e Fos (c-Fos) (Calvo-Marzal et al., 2006; Huang et al., 2024). O AP-1 atua em
cooperacdo com o NF-kB, amplificando direta ou indiretamente a expressédo de
citocinas pro-inflamatérias e pré-coagulantes, como IL-183, IL-6, IL-8, TNF-a, MCP-1
(Proteina Quimiotatica de Mondcitos-1) e IL-12 (Interleucina -12) (Calvo-Marzal et al.,
2006; Conran & Belcher, 2018; Guo et al., 2024; H. Yu, Lin, Zhang, Zhang, & Hu,
2020).

As citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias liberadas desencadeiam eventos
em cascata que ativam vias de sinalizacdo secundérias, promovendo a liberacdo de
outras citocinas ou reforcando a producdo das mesmas por retroalimentacdo. As IL-
183 e o TNF-a atuam como iniciadores centrais da inflamagdo, estimulando a
expressdo de moléculas de adesao endotelial, aumentando a permeabilidade vascular
e reforcando as vias de sinalizacdo que envolvem a sua expressao e de outras
citocinas (Conran & Belcher, 2018; Sangiuliano et al., 2014). A IL-6, por sua vez,
exerce fungdes pleiotrdpicas, sendo mediadora da inflamacdo aguda ao estimular a

sintese de proteinas desta fase, mas podendo atuar na resolucdo da inflamacdo ao
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inibir a atividade do TNF-a e induzir a produgéo de IL-10 (Roe, 2021). Ademais, a IL-
6 juntamente com a IL-8, pode promover o recrutamento de neutréfilos que quando
ativados por DAMPs formam armadilhas extracelulares (NETs) (Conran & Belcher,
2018; Roe, 2021; Sangiuliano et al., 2014). Ja a MCP-1 atua principalmente no
recrutamento de mondcitos para o local da inflamacé&o, onde posteriormente 0s
mesmos se diferenciam em macrofagos que se polarizam de acordo com os estimulos
locais, podendo intensificar a resposta inflamatéria (Calvo-Marzal et al., 2006; Singh
et al.,, 2021). A IL-12p70, por sua vez, € um potente indutor de células NK (natural
killer), além de promover a diferenciacdo de células T CD4+ virgem em células Thl,
as quais produzem citocinas como IFN-y, que dentre outras fun¢des, é responséavel
por ativar macrofagos e induzir a producao de IL-12 e NO pelos mesmos (Roe, 2021,
Tau & Rothman, 2001) (Figura 2).
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Figura 2. Inflamacéo estérilna anemia falciforme (AF): Representagdo esquematica das interacdes celulares e
moleculares enwvolvidas na resposta inflamatéria na AF. A hemoglobina livre (Hb) liberada pela hemdlise,
juntamente com espécies reativas de oxigénio (ERO), ativa receptores do tipo Toll (TLR4 e TLR9) em células
sentinelas de defesa, desencadeando vias de sinalizagdo intracelularcomo NF-kB, MAPK e AP-1, que culminam
na producédo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-183, IL-6, IL-8, IL-12) e quimiocinas (MCP-1/CCL2). O
interferon gama (IFN-y), produzido por células NK, também estimula macréfagos por meio do receptor IFNyR. As
citocinas interagem com receptores especificos como TNFR1 e TNFR2, IL-1R e IL-6R, amplificando a resposta
inflamatdria e recrutando monacitos via receptor CCR2. Mol éculas de adesdo como VCAM-1 e ICAM-1 favorecem
a interac@o entre células inflamatdrias, eritrécitos falcizados e endotélio, contribuindo para a vaso -ocluséo.
Neutréfilos ativados liberam armadilhas extracelulares, intensificando o dano vascular. Hb: hemoglobina. ERO:
espécies reativas de oxigénio. TLR4/TLR9: receptores do tipo Toll 4 e 9. NF-kB: fator nuclear kappa B. MAPK:
proteina quinase ativada por mitégeno. NF-kB: fator nuclear kappab. IKK: IkB quinase. IkB: inibidor kappa b. AP-
1: proteina ativadora 1. TNF-a: fator de necrose tumoral alfa. IL: interleucina. MCP-1/CCL2: proteina quimiotética
de mondcitos 1/ligante 2 do motivo CC de quimiocina. IFN-y: interferon gama. NK: células Natural Killer. IFNyR:
receptor de interferon gama. TNFR1/TNFR2: receptores 1 e 2 do fator de necrose tumoral. IL-1R: receptor de
interleucina 1.IL-6R: receptor de interleucina 6. CCR2: receptor de quimiocina CC tipo 2. VCAM-1: moléculalde
adesdo de célula vascular. ICAM-1: molécula 1 de adeséo intercelular. NETs: armadilhas extracelulares de
neutréfilos. Fonte: Elaborado pelo autor. Biorender. Referéncias de consulta: Allali etal., 2022; Garcia et al., 2020;
Huang et al. 2024; Rarick et al., 2024; Sundd et al., 2019; Tumburu et al., 2021 ; Conran & Belcher, 2018; Guo et

al., 2024.

1.4. TERAPIAS PARA DOENCA FALCIFORME

Apesar dos avancos nas investigacdes sobre os mecanismos fisiopatologicos
da DF, as opcoes terapéuticas aprovadas ainda sao limitadas, tendo em vista que
atualmente ha apenas trés medicamentos aprovados pela Food and Drugs
Administration (FDA) e comercialmente disponiveis para o tratamento da condicéo: a

hidroxiureia (HU), a L-glutamina e o crizalizumabe.
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A HU foi o primeiro medicamento aprovado pela FDA para o tratamento da AF,
inicialmente em 1998 para adultos e, posteriormente, em 2017 para uso pediatrico
(U.S. Food and Drug Administration, 2017). Embora os mecanismos moleculares da
HU ainda ndo estejam totalmente elucidados, sabe-se que o farmaco atua
principalmente induzindo a producéo de Hb Fetal (HbF), o que reduz a polimerizacéo
da HbS, diminuindo a frequéncia de VOCs e a necessidade de transfusdes
sanguineas, além de aumentar quantidade de NO e diminuir leucdcitos (Kavanagh,
Fasipe, & Wun, 2022; McGann & Ware, 2011). Apesar de sua eficacia clinica, a
adesdao ao tratamento € frequentemente comprometida devido a ocorréncia de efeitos
colaterais, como alopecia, erup¢cbes cutaneas, cefaleia, neutropenia, nauseas além
da necessidade de monitoramento laboratorial frequente (Badawy et al., 2017,
Neumayr et al.,, 2019). Ademais, a HU pode apresentar potencial carcinogénico e
afetar negativamente a fertilidade, levantando preocupacdes adicionais em seu uso a
longo prazo (Badawy et al., 2017; McGann & Ware, 2011).

Aproximadamente duas décadas apds aprovacdo da hidroxiureia, a L-
glutamina foi aprovada pela FDA, em 2017, para uso adulto e pediatrico (= 5 anos) na
AF (U.S. Food and Drug Administration, 2017). Esse aminoacido contribui
principalmente para a redugdo do estresse oxidativo nos eritrocitos, garantindo a
manutencdo do sistema antioxidante, haja vista que a glutamina é a precursora da
sintese de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD), o qual € essencial para reduzir
0s compostos oxidados. O uso da L-glutamina diminui a frequéncia de VOCs e da
sindrome toracica aguda (STA) (Niihara et al., 2018). Entretanto, foram registrados
alguns efeitos adversos como nauseas leves, dor toracica ndo cardiaca, fadiga e dor
musculoesquelética (Quinn, 2018). Ressalta-se que os desafios para adesédo ao
tratamento com esse composto consistem principalmente no seu alto custo e sua
formula em pd que requer diluicdo e administracdo duas vezes ao dia (Quinn, 2018).

Por fim, o crizalizumabe foi a mais recente aprovacéo feita pela FDA,em 2019,
para pacientes do DF (= 16 anos) (U.S. Food and Drug Administration, 2019). Esse
composto trata-se de um anticorpo monoclonal humanizado que atua blogqueando a
P-selectina, haja vista que ao inibir a interacdo dessa proteina transmembrana de
células endoteliais, o crizalizumabe reduz agregacao celular e obstrugdo vascular que
desencadeia as VOCs (Kavanagh et al., 2022; Neumayr et al., 2019). Esse
medicamento é administrado por infusdo intravenosa a com as duas primeiras

aplicacdes quinzenais, seguidas de doses mensais. Ademais, os efeitos colaterais
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mais frequentemente observados incluem nausea, artralgia, febre e reacdes
infusionais leves (Neumayr etal., 2019).

Essas terapias medicamentosas representam marcos importantes no
tratamento farmacolégico da doenca, ainda que ndo sejam resolutivas, mas sim
paliativas, com foco na reducdo de sintomas e complicacdes associadas. Entretanto,
novos compostos tém apresentado grande potencial farmacologico para tratar as

manifestacdes clinicas da condicdo de diferentes maneiras, mas com igual eficiéncia.

1.5. MELATONINA

A MEL (N-acetil-5-metoxitriptamina) é uma molécula derivada do triptofano que
conserva em sua estrutura quimica um anel aromatico, o qual lhe confere
propriedades antioxidantes, tendo em vista a capacidade doadora de elétrons desta
estrutura ciclica (Tan et al., 2002; Torres et al., 2025). A MEL é produzida em diversos
organismos tais como plantas, algas, bactérias e invertebrados (Cho etal., 2021). Nos
humanos, esse composto € sintetizado por varios 6rgdos como retina, figado,
pancreas, rins e pele, porém sua principal producdo deriva da glandula pineal e
classicamente desempenha o papel regulatério do ciclo circadiano em resposta a luz
(Galano & Reiter, 2018; Torres et al., 2025). Entretanto, atualmente, um dos aspectos
mais estudados da MEL é sua capacidade de atuar como um potente antioxidante e
anti-inflamatorio, além da baixa toxicidade e propriedades anfifilicas, o que facilita seu
acesso intracelular, o qual também pode ser mediado por receptores especificos
chamados de MT1 e MT2, distribuidos no cérebro e em diversos Orgaos periféricos
(Cho et al., 2021; Jockers et al., 2016).

O efeito antioxidante da MEL se da por meio de mecanismos diretos e indiretos,
fazendo desta molécula multifacetada um protetor enddégeno contra radicais livres
altamente toxicos derivados do oxigénio e do nitrogénio (Chitimus et al., 2020). A
atividade direta de eliminacéo de radicais livres pela MEL é conhecida ha mais de 25
anos e ocorre por meio de sua estrutura, na qual ela reduz espécies reativas,
formando metabdlitos que conservam a capacidade de reducéo (Chitimus et al., 2020;
Torres et al., 2025). A MEL também atua de maneira indireta na defesa antioxidante
ao estimular a expressao e a atividade de enzimas antioxidantes endégenas, como a
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (Chitimus
et al., 2020; Radogna et al. 2010). Essa regulagéo ocorre principalmente por meio da

ativacao de fatores de transcricdo sensiveis ao estresse oxidativo, com destaque para
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o Nrf2 (Fator nuclear eritrdide 2 relacionado ao fator 2), um dos principais reguladores
da expressdo génica de enzimas citoprotetoras. Em condi¢des de estresse oxidativo,
a MEL favorece a translocacdo do Nrf2 para o nucleo, onde ele se liga aos elementos
de resposta antioxidante (ARE) no DNA, aumentando a transcricdo de genes de
interesse (Chitimus et al., 2020; Radogna et al., 2010; Torres et al., 2025).

Além da acdo antioxidante, a MEL também apresenta propriedades anti-
inflamatérias significativas, envolvendo a modulacédo de diversas vias de sinalizacéo
intracelular. A MEL tem a capacidade de inibir a atividade transcricional do NF-kB por
meio de diferentes mecanismos moleculares, incluindo a ativacdo da via da sirtuina 1
(SIRT1), a regulacdo do complexo kB quinase, interacdo e supressao do receptor
TLR-4, além de reduzir as ERO (Escribano et al., 2014; Hardeland, 2018; Radogna et
al., 2010; Saha et al., 2022). Esses processos comprometem a cascata inflamatéria
subsequente, levando a uma diminuicdo da expressdo de citocinas pro-inflamatorias
como IL-1B, IL-6, IL-12, TNF- a, MCP-1 entre outras, bem como dos proprios
componentes do inflamassoma NLRP3. Ademais, a MEL é capaz de suprimir a
atividade da ciclooxigenase-2 (COX-2), enzima envolvida na sintese de
prostaglandinas pro-inflamatérias relacionadas a dor, além de modular negativamente
a expressdo das isoformas da 6xido nitrico sintase, tanto a induzivel (iNOS) quanto a
neuronal (NNOS) (Favero et al., 2017; Hardeland, 2018).

Os efeitos anti-inflamatérios da MEL tém sido amplamente investigados em
diferentes modelos patologicos, revelando sua atuacdo versatil na modulagdo da
resposta inflamatéria. Em modelo de choque séptico induzido por LPS em ratos
suicos, a administracdo de MEL foi capaz de atenuar significativamente a resposta
inflamatdria, reduzindo os niveis locais de citocinas pré-inflamatérias como TNF-q, IL-
12 e IFN-y, e, simultaneamente, aumentando a produgao da citocina anti-inflamatéria
IL-10, tanto no sitio da injecdo quanto de forma sistémica (Carrillo-Vico et al., 2005).
Resultados semelhantes foram observados por Wu et al. (2020), que demonstraram
que a MEL foi eficaz em suprimir a ativacdo do inflamassoma NLRP3 em
camundongos submetidos a um modelo de inflamacao alérgica das vias aéreas. Além
disso, em um estudo de esclerose muiltipla induzida por cuprizona, a administracéo de
MEL durante a fase de desmielinizacdo resultou no aumento dos niveis de enzimas
antioxidantes (CAT, SOD e GPx), além de reducdo significativa nos niveis de
malondialdeido (MDA) e citocinas inflamatérias como IL-18 e TNF-a (Abo Taleb &

Alghamdi, 2020). Dessa forma, a MEL disp&e de acfes pleiotrépicas que abrangem
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funcbes antioxidantes, anti-inflamatérias e reguladoras de homeostase em diferentes

condi¢cBes clinicas e modelos experimentais (Figura 3)
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FHgura 3. Estrutura, fontes e principais caracteristicas metabdlicas, fisioldgicas e antioxidantes da MEL. TF:
fator de transcrigdo. Nrf2, fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2. NF-kB: fator nuclear kappa-cadeia leve-
potenciador de células B ativadas. HIF: fator induzivel por hipéxia. FOXO: forkhead box classe O. SIRT: sirtuina.
AMPK: proteina quinase ativada por AMP. mTOR: alvo mamifero da rapamicina. O2+-: superdoxido. H202: perdxido
de hidrogénio. *OH:radical hidroxila. ONOO-peroxinitrito. 1O.: oxigénio singlete. ROO«: radical peroxil. CAT: catalase.
SOD: superdxido dismutase. GR: glutationa redutase. GCL: glutamatocisteina ligase. COX: ciclooxigenase. HO: heme
oxigenasse. NOS: 6xido nitrico sintase. MPO: mieloperoxidase. LOX: lipoxigenase. CTE: cadeia de transporte de

elétrons. SUP: sistema ubiquitina-proteassoma. Adaptado de Torres et al. (2025).

ERGOTIONE INA
A ergotioneina (ERT) é um aminodacido tiouréia natural, derivado da histidina,

1.6.

sintetizado exclusivamente por alguns fungos e bactérias do solo (Cheah & Halliwell,
2012). Esse amino4cido apresenta uma estrutura quimica Unica, com um anel
imidazolico contendo enxofre que pode ser encontrado na forma de tiol ou tiona, o que
lhe confere alta estabilidade redox e capacidade de neutralizar ERO e ERN podendo
ser reciclada intracelularmente sem consumo enzimatico significativo (Cheah &
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Halliwell, 2012). Assim como a MEL, a ERT tem enorme potencial terapéutico, haja
vista auséncia de toxicidade ou efeitos adversos, mesmo quando administradas em
altas dose, como ja demonstrado em estudos (Forster et al., 2015; Marone et al.,
2016). A FDA conferiu a ERT o status de Generally Recognized As Safe (GRAS), e a
European Food Safety Authority (EFSA) considera segura a suplementacdo até 30
mg/dia em adultos. Ensaios clinicos em humanos (5-25 mg/dia por até 16 semanas)
demonstraram boa tolerabilidade sem efeitos adversos em parametros clinicos,
cognitivos ou hepéticos. Estudos em animais corroboram essa seguranga com doses
muito superiores (até 1600 mg/kg/dia). (Cheah & Halliwell, 2012; Forster et al., 2015;
Marone et al., 2016; Zajac et al., 2025).

Apesar de ndo ser produzida endogenamente em plantas e mamiferos, a ERT
€ amplamente biodisponivel em tecidos humanos e animais, sendo o segundo tiol
mais abundante nos eritrécitos maduros. Este aminoacido é obtido principalmente
atravées da alimentacdo e sua internalizagdo celular ocorre através de um
transportador altamente seletivo, denominado transportador de ergotioneina (ETT),
antigamente conhecido como transportador de cations organicos (OCTN1) (Cheah &
Halliwell, 2012; Forster et al., 2015; Kuypers, 2014). Esse transportador apresenta
ampla distribuicdo em tecidos como figado, rins, sistema nervoso central, trato
gastrointestinal e células hematopoiéticas, sugerindo um papel essencial na
manutencdo da homeostase redox e na protecéo celular (Tang et al., 2018).

As propriedades citoprotetoras da ERT estdo fundamentadas, primordialmente,
em sua acdo de antioxidante estrutural. Essa molécula atua diretamente na
neutralizacdo de ERO e ERN, como o radical hidroxila (*OH), ONOO~, peroxido de
hidrogénio (H,O,) e oxigénio singlete (*O,) (Cheah & Halliwell, 2012; Song et al.,
2010). Além disso, a ERT contribui para a manutencdo dos niveis intracelulares de
glutationa (GSH), promovendo direta ou indiretamente a conversdo de sua forma
oxidada, o dissulfeto de glutationa (GSSG), de volta a forma funcional (Song et al.,
2010). Outro aspecto relevante é sua capacidade de reduzir a meta-hemoglobina
(MetHb), forma oxidada da hemoglobina, cuja presenca estd aumentada na DF e
representa um importante gatilho para o desequilibrio redox (Arduini et al., 1990).

Adicionalmente, estudos demonstraram a acdo moduladora da ERT sobre vias
redox intracelulares, tais como e Nrf2-ARE e FOXO3 (Proteina O da caixa de forquilha
3). Conforme demonstrado por Hseu et al. (2015), invitro, a ERT é capaz de promover

a translocacdo nuclear do Nrf2 por meio da inibicdo da proteina Keapl, aumento da
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estabilidade do Nrf2 citoplasmatico e ativacdo das vias PI3K/AKT, culminando na
ativacado do ARE e no aumento da expressao de genes de defesa oxidativa (Hseu et
al., 2015). Quanto ao FOXO3, o estudo de Bernardo et al. (2022) evidenciou que o
tratamento com baixa dose de ERT em células eritroide K562 foi capaz de promover
0 aumento da expressdo de FOXO3 e de enzimas antioxidantes como tiorredoxina
(Trx), a qual garante a manutencdo dos niveis de peroxirredoxinas (Prx) na sua forma
reduzida, dessa forma, sugerindo um eixo de sinalizacdo ERT-FOXO3 —Trx (Bernardo
et al., 2022).

Além de suas propriedades antioxidantes, a ERT também exerce importantes
efeitos anti-inflamatérios. Esse aminoécido é capaz de inibir a ativagdo da p38 MAPK,
e, dessa forma, impedir a degradacédo da IkB. Ao bloquear essa cascata, a ERT reduz
a translocacdo nuclear da subunidade p65 do NF-kB, suprimindo a expressao de
genes como TNF-a, IL-6 e IL-1B (Saing et al., 2016; Salama et al., 2021). Ademais, a
inibicdo da p38 MAPK também impede a fosforilacdo dos componentes do complexo
AP-1 (Ativador da Proteina — 1), como ATF2 (Fator de transcri¢ao ativador 2) e c-Jun
(Fator de Transcrigcdo Jun), 0s quais sdo responsaveis pela transcricdo de citocinas
como IL-2 e IL-8 (Apparoo et al., 2022; Salama et al., 2021).

Em um estudo realizado por Laurenza et al. (2008), utilizando cultura de células
musculares de camundongos expostas previamente ao acido palmitico, observou-se
gue o tratamento com ERT resultou em reducéo significativa na expressao e secrecao
de IL-6 (Laurenza et al., 2008). Corroborando esses achados, Rahman et al. (2003)
demonstraram que a ERT inibe a ativagcdo do NF-kB induzida tanto por TNF-a quanto
por H,O, em células alveolares, evidenciando sua capacidade de modular a resposta
inflamatéria frente a diferentes estimulos oxidativos (Rahman et al., 2003). Por fim,
em um estudo com células endoteliais, Koh et al. (2021) registraram que a ERT
reduziu significativamente a expressdo de mRNA de IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a, além
de inibir a atividade da ciclooxigenase-2 (COX-2) (Koh et al., 2021). Esses dados
reforcam o papel multifacetado da ERT como moduladora da inflamacéo e do estresse

oxidativo (Figura 4).
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Fgura 4. Estrutura, fontes e principais caracteristicas metabdlicas, fisiolégicas e antioxidantes da ERT.
Nrf2: fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2. NF-kB: fator nuclear kappa-cadeia leve-potenciador de células
B ativadas. FOXO: forkhead box classe O. HSP70: Proteina de choque térmico 70. MAPK: proteina quinase
ativada por mitégeno. ERK: quinase regulada por sinal extracelular. JNK: quinase N-terminal ¢ Jun. COX-2:
ciclooxigenase 2. iNOS: 6xido nitrico sintase induzivel. TNF-a: Fator de necrose tumoral. IL-1f: interleucina 18.
IL-6: interleucina 6. IL-10: interleucina 10. IL-18: interleucina 18. NLRP3: NOD-like receptor protein 3. ETT:

transportador de ergotioneina. Adaptado de Bernardo et al. (2025) (n&o publicado). Biorender

1.7. CAMUNDONGOS TRANSGENICO COMO MODELO DE ESTUDO

Humanos e camundongos compartilham diversas caracteristicas fisiologicas e
patologicas, apresentando similaridades nos sistemas nervoso, cardiovascular,
enddcrino, imunoldgico, musculoesquelético, entre outros érgaos internos (Fujiwara,
2018; Rosenthal & Brown, 2007). Além de serem modelos experimentais de facil
manipulacdo, manutencdo, reproducdo e controle, os camundongos também
apresentam caracteristicas gendémicas conservadas em relacdo aos humanos, o que
tem possibilitado avangos significativos em engenharia genética para a criacdo de
modelos experimentais que mimetizam patologias humanas com alta fidelidade
(Perlman, 2016). Esses modelos tém contribuido ndo apenas para o aprofundamento

do conhecimento sobre os mecanismos fisiopatologicos de diversas doencas, mas
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também para a avaliacdo de novas estratégias terapéuticas e desenvolvimento de
farmacos (Denayer et al., 2014; Rosenthal & Brown, 2007).

Ao longo das ultimas décadas, o avanco das técnicas de edicdo genética
possibilitou o desenvolvimento de modelos murinos humanizados para a AF, sendo o
modelo Berkeley um dos mais amplamente utilizados em estudos pré-clinicos
(Kamimura et al.,, 2024). Nesse modelo, os camundongos foram geneticamente
modificados para carregar genes das cadeias globinicas humanas, incluindo cadeia
BS, por meio de um transgene (Hba®® Hbb% Tg(Hu-miniLCRa1CGyAy3RS). Como
resultado, esses animais expressam exclusivamente a HbS e reproduzem de forma
significativa as principais manifestacdes clinicas observadas em individuos com AF
(Manci et al., 2006; Paszty et al., 1997).

Semelhante aos pacientes, os camundongos Berkeley apresentam hemacias
falciformes em esfregacos sanguineos periféricos, anemia hemolitica progressiva
(intensificada com o envelhecimento), reticulocitose acentuada e leucocitose,
sugerindo um estado de inflamacgéo cronica e disfuncdo da imunidade inata (Charrin
et al., 2016; Kamimura et al., 2024; Paszty et al., 1997). Além disso, esse modelo
desenvolve  hiperalgesia mecanica e térmica, bem como complicacdes
multissistémicas, incluindo hipertensdo pulmonar, cardiomiopatia, nefropatia,
disfuncdo hepatica e priapismo, caracteristicas frequentemente observadas em
pacientes com AF(Bakeer et al., 2016; Charrin et al., 2016; Hsu et al., 2007; Kamimura
et al., 2024; Vats et al., 2021).

Entretanto, € importante destacar que existem limitacbes e divergéncias
relevantes entre o modelo murino e o quadro clinico humano da AF. Embora os
camundongos transgénicos para AF apresentem isquemia cerebral, ndo ha evidéncias
de que desenvolvam espontaneamente acidentes vasculares cerebrais (AVCs), uma
complicacdo observada em cerca de 28% das criancas e 25% dos adultos com a
doenca (Manci et al., 2006). Além disso, ndo ha relatos de que o modelo mimetize de
forma espontanea os episédios recorrentes de VOC, uma das manifestacdes clinicas
mais caracteristicas da AF em humanos (Kamimura et al., 2024). Por fim,
diferentemente dos pacientes, os camundongos humanizados para condicdo
apresentam volume corpuscular médio (VCM) elevado, baixa hemoglobina
corpuscular média (HCM) e concentracdo meédia de hemoglobina corpuscular
(CHCM), além de uma hematopoiese esplénica ativa, que resulta em esplenomegalia
evidente (Manci et al., 2006; Paszty et al., 1997).
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Diante da relevancia dos processos inflamatérios e oxidativos na fisiopatologia
da AF e do potencial terapéutico de compostos como a MEL e a ERT, torna-se
essencial investigar de forma integrada seus efeitos moduladores, visando contribuir
para o desenvolvimento de abordagens mais eficazes no manejo dessa doencga,
especialmente no modelo murino transgénico Berkeley, que busca reproduzir as

caracteristicas clinicas e fisiopatol6gicas observadas em humanos.
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2. OBJETIVO

2.1. OBJETNVO GERAL
Avaliar os efeitos anti-inflamatorios da MEL e ERT sobre mecanismos de
progressdo da inflamacao estéril em modelo animal de camundongos transgénicos

para anemia falciforme.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Caracterizar o perfil de citocinas e quimiocinas associado a progresséo da
inflamacéo estéril na anemia falciforme.

- Investigar, individualmente, os efeitos das biomoléculas ativas (MEL e ERT)
sobre esses mediadores inflamatorios.

- Investigar se o conjunto de citocinas analisadas configura uma assinatura

biolégica capaz de diferenciar os grupos estudados.
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3. METODOLOGIA

3.1. OBTENCAO E ALOJAMENTO DOS CAMUNDONGOS

Os camundongos Berkeley (STOCK Hba™Paz HpptmiTow Tg (HBA-
HBBs)41Paz/J), linhagem humanizada para AF (BERK-SS) e os camundongos trago
falciforme (AS) precursores foram obtidos dos Laboratérios Jacksons (Bar Harbor,
ME) e encaminhados ao Laboratorio de Animais do Centro Multidisciplinar de
Investigagdo Biologica (CEMIB) da Universidade de Campinas (UNICAMP), onde
permaneceram alojados sob condi¢des livre de patégenos e em uma temperatura
controlada (21-25°C), com no maximo 5 individuos por caixa, em um ciclo de 12h/12h
de claro/escuro, com acesso irrestrito a 4gua autoclavada e ragéo estéril, até atingirem
5 semanas de idade. A partir da linhagem precursora foram desenvolvidas colbnias
de individuos SS e AS, os quais foram utilizados como doadores para 0 processo de

transplante descrito a seguir.

3.2. PRODUCAO DOS CAMUNDONGOS TRANSGENICOS A PARTIR DE

TRANSPLANTE

Os camundongos transgénicos SS e AS utilizados no estudo foram gerados a
partir de um processo de transplante. Os animais AS receptores da colénia, apos
completarem 5 semanas de idade, foram suplementados por trés dias com agua
antibiética, e em seguida submetidos a irradiacdo gama por fonte de Cobalto-60 em
dose subletal Unica de 9 gray (Gy). Posteriormente, 1,5 x 106 células nucleadas da
medula 6ssea femoral dos camundongos SS e AS foram coletadas e injetadas através
do plexo orbital, nos animais receptores (AS), os quais foram transferidos para
alojamentos esterilizados com agua autoclavada e comida estéril. Os camundongos
recém transplantados foram suplementados com agua antibidtica por 10 dias e
permaneceram 54 dias em repouso até a completa recuperacdo medular e
substituicdo dos eritrocitos. Ao final do periodo de repouso a eficiéncia do transplante
foi averiguada pela analise do perfil hemoglobinico por Cromatografia Liquida de Alta
Performance (CDM System, Variant V-II Instrument I), sendo considerados SS e AS
e, portanto, aptos para compor 0s grupos de estudos, os individuos com

concentragdes de HbS=90% e HbS<40%, respectivamente (Apéndice ).
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Dessaforma, ao final do processo de transplante foram obtidos 5 camundongos
transgénicos AS (grupo controle) e 22 camundongos transgénicos SS, sendo que 0S
altimos foram subdivididos em trés grupos, compostos de camundongos de ambos os
sexos: 8 no grupo doente (SS), 9 no grupo doente tratado com MEL (SS+MEL) e 5 no
grupo doente tratado com ERT (SS+ERT).

Destaca-se que todos os procedimentos experimentais descritos foram
aprovados pelo Comité de Cuidados e Uso de Animais da Universidade de Campinas
(CEUA/UNICAMP; Protocolo: 5955-1/2022) e realizados de acordo com os Principios
Eticos para Pesquisa Animal, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (CONCEA), de acordo com a legislacdo brasileira n°
11.794/2008. Além disso, € importante mencionar que foram dedicados esforcos na
execugao dos experimentos para minimizar o sofrimento dos animais, utilizando o

nimero minimo necessario para garantir resultados replicaveis.

3.3. PERIODO EXPERIMENTAL

Apoés o periodo de recuperacdo, com aproximadamente 4 meses de idade,
todos os camundongos ingressaram no periodo experimental, onde os grupos controle
(AS) e doente (SS) permaneceram por 60 dias ingerindo agua pura e comida irrestrita.
A cada 10 dias, o consumo de agua e o peso dos animais foi monitorado.

Aos camundongos do grupo SS+ERT foi administrada a dose média diaria de
35mg/kg de ERT adquirida do Instituto de Pesquisa Tetrahedron (Vincennes, Franca)
por 60 dias. O composto foi diluido na agua dos animais e seu consumo foi monitorado
a cada 10 dias através da pesagem dos camundongos e medicdo da agua restante
no recipiente. Quando necessario foram ajustadas a quantidade de ERT diluida para
garantir a ingestdo média final de 35mg/kg/dia. A escolha da dose e da metodologia
aplicada foi fundamentada em estudos anteriores que forneceram evidéncias robustas
dos seus beneficios (Dare et al., 2021; Tang et al., 2018).

Aos camundongos do grupo SS+MEL foi administrada a dose média diaria de
10mg/kg de MEL (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) por 60 dias. O composto foi
diluido na dgua dos animais e da mesma forma que no grupo anterior, o consumo foi
monitorado a cada 10 dias através da pesagem dos camundongos e medi¢cdo da dgua
restante no recipiente. Quando necessaria foram ajustadas a quantidade de MEL

diluida para garantir a ingestdo media final de 10 mg/kg/dia. A escolha da dose e da
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metodologia aplicada foi fundamentada em estudos anteriores que forneceram

evidéncias robustas dos seus beneficios (Song et al., 2014; Zhu et al., 2018).

3.4. COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS

ApoOs o periodo experimental de 60 dias, os camundongos foram pesados e
submetidos a eutanasia por aprofundamento da anestesia com 3% de isoflurano em
100% da frac&o inspirada de oxigénio, conforme a metodologia recomendada pelo
Guia Brasileiro de Boas Praticas para a Eutanasia em Animais produzido pelo
Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV). Os dados morfométricos,
juntamente com o sexo biolégico dos animais, estdo disponiveis no Apéndice Il.

Em tubos de EDTA foram coletados aproximadamente 500 pl de sangue de
cada camundongo por puncao cardiaca. Em seguida, cada amostra de sangue total
foi centrifugada a 3.500g por 10 minutos a 4°C. Ao final foram aliquotados, no minimo,

200 pl de plasma por amostra e armazenados a -80°C.

3.5. ANALISE DOS MARCADORES INFLAMATORIOS

A quantificacdo das citocinas inflamatorias foi realizada por meio da técnica de
Citometria de Fluxo utilizando o kit BD™ Cytometric Bead Array (CBA) Mouse
Inflammation Kit (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), conforme protocolo
recomendado pelo fabricante. A partir do kit selecionado foi feita a deteccdo de um
painel composto por seis citocinas murinas: IL-6, IL-10, MCP-1 (CCL2), IFN-y, TNF-a
e IL-12p70.

As amostras de plasma, previamente armazenadas a -80 °C, foram
descongeladas em gelo e incubadas, juntamente com o pool de beads de captura e o
reagente de detec¢do conjugado a PE, por 3 h a temperatura ambiente, protegidas da
luz. O padréo concentrado de citocinas (Standard), fornecido pelo kit, foi reconstituido
e submetido a diluicdes seriadas para a obtencdo da curva padrédo de cada analito,
seguindo as instrucbes do fabricante. Assim como as amostras, 0s padrdes foram
incubados com o pool de beads de captura e o reagente de deteccdo PE nas mesmas
condicbes experimentais. Apds a incubacdo, procedeu-se a lavagem das amostras e
dos padrdes com tampédo especfifico e posterior ressuspensdao em Wash Buffer,
conforme especificacfes do kit, para aquisicdo dos dados no citbmetro de fluxo BD

FACSVerse™. A andlise posterior foi conduzida no CBA Analysis Software, utilizando
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ajuste por curva padrdo sigmoidal de quatro parametros logisticos (4PL) para cada

citocina, possibilitando a quantificacdo das concentracdes em pg/mL (Apéndice ).

3.6. ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram realizadas no software Statistica 9.0 (Statsoft
Inc., Tulsa, OK, USA), enquanto os graficos foram feitos no software GraphPad Prisma
versao 5.01 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). A normalidade
dos dados foi verificada usando Normal Probability Plots of Residuals enquanto a
homocedasticidade dos dados pelo teste de Levene, assumindo nivel de significancia
de 0,05. Nas comparacdes entre 0s grupos estudados, foi adotado o General Linear
Model (GLM), no formato one-way ANOVA, aplicando teste post hoc de Bonferroni
quando necessario. Foram considerados estatisticamente significativo p < 0,05, sendo
os resultados expressos na forma de média + erro padrao.

Como abordagem de andlise multivariada, foi realizada uma Analise
Discriminante por Minimos Quadrados Parciais (Partial Least Squares Discriminant
Analysis — PLS-DA) conduzida no MetaboAnalyst, com o objetivo de avaliar se o perfil
combinado das citocinas analisadas seria capaz de discriminar os diferentes grupos

experimentais e evidenciar os efeitos dos tratamentos.
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4. RESULTADOS

4.1. REPRESENTACAO DO PROCESSO INFLAMATORIO NOS GRUPOS

CONTROLES

Na comparacdo entre 0s grupos AS e SS, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nos niveis plasmaticos das citocinas analisadas (Figura
5A-F). Embora a representacéo grafica sugira um padrédo de concentracfes elevadas
de IL-12p70, TNF-a, MCP-1, IL-6 e IL-10 no grupo SS em relacdo ao grupo AS, tais
variacdes ndo atingiram significancia estatistica. Esses achados indicam que, sob as
condi¢cdes experimentais avaliadas, o grupo SS ndo apresentou um perfil inflamatério
claramente distinto do grupo AS.

A andlise multivariada realizada por PLS-DA corrobora os achados da analise
univariada, evidenciando a sobreposi¢cdo entre os grupos AS e SS no espaco de
componentes principais (Figura 6A). O componente 1, que explica 46,9% da variacéo
total dos dados, concentra a maior parte da informacdo responsavel por discriminar
0s grupos. De acordo com o VIP Score (Figura 6B), a IL-12p70 foi identificada como
a citocina de maior relevancia na formacado desse componente. No entanto, a
sobreposicéo indica que, mesmo ao considerar o perfil combinado das citocinas
avaliadas, os grupos controle ndo apresentam separacao clara entre si. Dessa forma,
reforca-se a interpretacdo de que a condi¢do isolada, sem intervencdo, ndo induziu
um padrédo inflamatério sistémico distinto entre 0s grupos controles sob as condi¢des

do experimento.

4.2. PERFIL INFLAMATORIO DO GRUPO TRATADO COM ERT

O grupo tratado com ERT ndo apresentou diferenca estatisticamente
significativa nos niveis plasmaticos das citocinas analisadas (Figura 5A-F),
demonstrando um perfil muito similar ao SS para a maioria das citocinas, com
excessdo do TNF-a, onde é possivel observar uma tendéncia a concentraces
menores em comparacao ao SS, ainda que sem significAncia estatistica (Figura 5B).

Essas observacbes sdo reforcadas pela andlise multivariada, na qual se
evidencia uma consideravel sobreposicao entre 0os grupos SS e SS+ERT no espaco
de componentes principais (Figura 6A), indicando que o perfil combinado das citocinas

avaliadas ndo promoveu uma distincdo clara dos grupos, sendo que a discreta
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separagdo observada entre eles parece ser influenciada, principalmente, pela

contribuicdo do TNF-a na modelagem do componente discriminante (Figura 6B).
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Figura 5. Concentracéo plasmatica das citocinas. As dosagens de IL-12p70 (A), TNF-a(B), IFN-y (C), MCP-1 (D), IL-10
(E) e IL-6 (F) foram quantificadas em pg/ml (picograma por mililitro) para cada grupo experimental. 1L-12p70: Interleucina
12 subunidade 70. TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa. IFN-y: Interferon gama. MCP-1: Proteina quimiotatica de mondcito.
IL-10: Interleucina 10. IL-6: Interleucina 6. SS: Grupo doente. AS: Grupo controle. SS +ERT: Grupo doente tratado com
ergotioneina. SS+MEL: Grupo doente tratado com melatonina. Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da
média (+SEM). General Linear Models (GLM) com formato ANOVA one-way, seguida de teste de post-hoc de Bonferroni,
quando necessério. * Indica diferenca estatisticaentre os grupos, sendo p < 0,05 considerado estatisticamente significativo
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4.3. PERFIL INFLAMATORIO DO GRUPO TRATADO COM MEL

O grupo tratado com MEL apresentou uma redugdo estatisticamente
significativa nas concentracbes de MCP-1, quando comparado ao grupo SS (Figura
5D), sugerindo uma modulacdo seletiva da resposta inflamatoria. Para as demais
citocinas analisadas, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas.
Entretanto, é possivel identificar uma tendéncia de reducdo nas concentracfes de
TNF-a e IL-6 (Figuras 5B e 5F, respectivamente), indicando um possivel efeito
atenuador adicional do tratamento.

De forma complementar, a analise multivariada por PLS-DA demonstrou certa
sobreposicéo entre os grupos SS e SS+MEL, sugerindo que o perfil combinado das
citocinas avaliadas ndo resultou em uma distingdo robusta entre 0s grupos. Essa
sobreposicéo reforca a ideia de que o efeito da MEL foi seletivo, sendo que a
disposicdo dos grupos observada no espaco de componentes foi parcialmente
explicada pela variacado nas concentragbes de MCP-1, haja vista que ela foi elencada
como a segunda citocina que mais contribuiu para formacado do componente 1 (Figura
6B).
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Figura 6. Andlise multivariada do perfil combinado das citocinas. (A) Gréfico biplot. As areas elipiticas sombreadas
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doente. AS: Grupo controle. SSERT: Grupo doente tratado com ergotioneina. SSMEL: Grupo doente tratado com melatonina.
Anadlise Partial Least Squares Discriminant Analysis (PLS-DA) conduzida no MetaboAnalyst
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5. DISCUSSAO

Ainflamacéo estéril € uma resposta inflamatoria desencadeada na auséncia de
patégenos, mediada principalmente por compostos liberados por células danificadas
ou estressadas (Rarick et al., 2024; Zindel & Kubes, 2020). Na AF, durante a hemolise,
a liberacao de Hb livre, DNA mitocondrial, heme e demais ERO no plasma atua como
DAMP promovendo ativacdo endotelial, disfuncdo vascular e recrutamento de
leucdcitos que somados a recorrentes eventos de VOCs alimentam um ciclo
persistente de inflamac&o e dano tecidual, contribuindo para diversas manifestacfes
clinicas da doenca (Kato et al., 2017; Mendonga et al,, 2016; Sundd et al., 2019).
Apesar de ter recebido mais atencdo recentemente, 0s mecanismos moleculares
subjacentes a inflamacao estéril ainda ndo estdo completamente esclarecidos e
permanecem como alvo de controvérsia e investigacao na literatura.

Keikhaei et al. (2013), por exemplo, demonstraram que pacientes com AF
apresentam elevacdes significativas nos niveis séricos de citocinas pré-inflamatérias
como IL-8, TNF-q, IL-17 e TGF-B, sem, no entanto, evidenciar alteracdes relevantes
nas concentracdes de IL-1B, IFN-y e IL-6 em comparacdo a controles saudaveis
(Keikhaei et al., 2013). Em contraste, Pathare et al. (2004) relataram um aumento
significativo de IL-1B, IL-6, IL-4 e IFN-y nesses pacientes, enquanto os niveis de TNF-
a e IL-8 ndo apresentaram diferencas estatisticas em relacédo aos controles (Pathare
et al., 2004). Outros estudos também tém documentado perfis distintos, como a
elevacOes de IL-1B, IL-6, IL-12, IFN-y, IL-17, IL-10 e IL-8, mas auséncia de alteracdes
nas concentracdes de TNF-a e MCP-1 (Garcia et al., 2020). Essas evidéncias
reforcam que o perfil inflamatério nos pacientes com AF pode ser variavel, nao
seguindo um padrédo de modulagao evidente quanto as citocinas. Tal heterogeneidade
pode ser decorrente de uma série de fatores, como o estado clinico do paciente, idade,
uso de medicamentos, variantes genéticas e métodos analiticos utilizados
(Szczepanek et al., 2012).

Neste sentido, surge o modelo murino na tentativa de investigar e esclarecer o
contexto imunoldgico da condicdo, integrando mdltiplos marcadores inflamatérios em
um meio controlado (Kamimura et al., 2024). Entretanto, o modelo parece apresentar
certa limitacdo em representar o quadro inflamatério caracteristico da condicao.
Szczepanek et al. (2012), por exemplo, avaliaram os niveis plasmaticos de 15
citocinas, incluindo IFN-y, IL-1B, IL-1a, IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IL-17 e TNF-a, em
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camundongos C57BL/6, HbAS e HbSS, tendo observado uma reducédo significativa
apenas nos niveis de IL-1a no HbSS em comparagédo ao grupo controle selvagem e
um aumento significativo nas concentracbes de IL-6 no HbSS em comparacdo aos
HbAS (Szczepanek et al., 2012). Ademais, outros trabalhos, como o de Holtzclaw et
al. (2004), demonstraram que, na auséncia de indutores como LPS, ndo € possivel
verificar diferencas estatisticamente significativas entre os mesmos trés grupos
experimentais (C57BL/6, HbAS e HbSS) em relacdo aos niveis plasmaticos de IL-6,
IL-18 e TNF-a (Holtzclaw et al., 2004). Assim, os dados obtidos quanto aos grupos
controle no presente estudo corroboram esses achados, haja vista que apesar do
grupo SSter demonstrado uma tendéncia a um perfil inflamatoério, manifestando niveis
superiores de IL-12p70, MCP-1, IL-6 e TNF-q, ele ndo apresentou diferenca estatistica
em comparagao ao grupo AS.

A auséncia de uma inflamacéo sistémica suficientemente robusta no modelo
murino pode ter origem na inexisténcia de VOC espontaneas nesse modelo. De
acordo com Kamimura et al. (2024) ndo ha relatos de que o modelo mimetize de forma
espontanea os episddios recorrentes de VOC, uma das manifestacdes clinicas mais
caracteristicas da AF em humanos. Isso pode impactar diretamente no pefrfil
inflamatério, haja vista que adesdo de eritrocitos falcizados, plaquetas e células
inflamatdrias a parede endotelial, exacerbam a hipéxia tecidual e consequentemente
a lesdo nesses locais, o que favorecem a liberagdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatérias (Alagbe, Olaniyi, & Aworanti, 2018; Conran & Belcher, 2018).

A resolugcdo da inflamacdo é considerada um processo ativo, altamente
regulado e ndo apenas como um retorno passivo ao estado basal. Esse processo
depende de uma complexa rede de sinais celulares e moleculares coordenada por
mediadores enddégenos que sao ativados apds o pico de resposta inflamatoria (Gilroy
et al., 2004; Ortega-Gomez et al., 2013). Como descrito por Carlini et al. (2023), a
resolucdo ocorre em um momento posterior & ativagdo do sistema imune inato,
quando mediadores pro-resolucdo passam a predominar sobre os sinais pro-
inflamatorios. A liberagéo de citocinas anti-inflamatérias, como IL-10, IL-4 e IL-13, s&o
fundamentais nesse contexto, pois promovem o silenciamento de macréfagos
ativados, inibem a producdo de citocinas proé-inflamatérias, restabelecem a
permeabilidade vascular e favorecem a limpeza eficiente de células apoptoticas,
contribuindo para o restabelecimento da homeostase (Carlini et al., 2023; Gilroy et al.,

2004). No entanto, esse mecanismo sO é desencadeado na presenca ou apdés uma
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inflamacdo ativa que sirva de gatilho para o inicio da cascata de resolucao (Ortega-
Gomez et al., 2013), logo sem uma inflamacéo prévia, pode ndo haver a sinalizagédo
para resolucdo da mesma.

Considerando a fragilidade do modelo em representar o perfil inflamatério
caracteristico da condicdo e sabendo que a resolucdo da inflamacdo é um processo
ativo, os efeitos anti-inflamatérios da ERT e MEL podem ter sido subestimados neste
estudo. Dessa forma, nds acreditamos que para uma avaliagcdo mais fidedigna da acao
desses compostos € necessario induzir um estado pro-inflamatério para
posteriormente fazer a administracdo dos mesmos.

Curiosamente, mesmo neste cenério, a MEL reduziu significativamente os
niveis de MCP-1, o que sugere uma forte modulacdo seletiva direta ou indiretamente
desta proteina. Diversos estudos tém demonstrado que a MEL pode atenuar
seletivamente a expressdo de quimiocinas como MCP-1, CCL5 (RANTES) e CCL9
(Fernandes et al., 2019; Min et al., 2012; Wang et al., 2013; G. M. Yu & Tan, 2019) .
Em parte, essa modulacdo ocorre pela via da PI3K/Akt, onde a MEL inibe a
fosforilacdo da Akt, o que impede a ativacdo de fatores de transcricdo pro-
inflamatérios, como o NF-kB, e sua translocacdo nuclear (Min et al., 2012).
Adicionalmente, a supressédo da PI3K/Akt pela MEL também reduz a fosforilagdo de
STAT3 e STATL, na presenca de estimulos como LPS, limitando a ativagcdo de GAS
e, consequentemente, a transcricdo de genes inflamatérios, incluindo CCL2 (Min et
al., 2012). Em modelos murinos submetidos a pinealectomia, a administragdo de MEL
foi capaz de diminuir significativamente a ativacado da p38-MAPK, bem como os niveis
de NF-kB fosforilado e MCP-1 (Wang et al., 2013). Além disso, estudos in vitro
mostram que a MEL pode atuar por mecanismos epigenéticos, modulando a
expressdo de microRNAs, como o miR-294-3p, cujo aumento esta associado a
repressao da expressao de MCP-1 (Fernandes et al., 2019).

Em conjunto, esses achados sustentam a hipotese de que a MEL exerce um
efeito anti-inflamatorio seletivo sobre a MCP-1 por mdltiplas vias convergentes,
envolvendo regulagédo de sinalizagdo intracelular, modulagcdo transcricional e
mecanismos epigenéticos. Essa seletividade também foi evidenciada em nossa
analise multivariada, na qual o VIP score indicou MCP-1 como a segunda variavel de
maior contribuicdo para o componente 1 da PLS-DA, sendo superada apenas pela IL-
12p70, com o heatmap reforcando que a separacao parcial entre SS e SS+MEL foi

impactada pela variagcdo dessas quimiocinas. Assim, nossos resultados univariados e
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multivariados convergem para a interpretacdo de que a MEL modulou de forma
direcionada a MCP-1.

A MCP-1 ou CCL2 é uma proteina quimiotatica produzida por diversos tipos
celulares constitutivamente ou apds inducdo por estresse oxidativo, citocinas ou
fatores de crescimento. Sua funcdo consiste em regular a migracéo e infiltracdo de
linfécitos T de memarias, células NK e principalmente mondcitos (Deshmane et al.,
2009). A MCP-1 esta entre os membros mais estudados da familia de quimiocinas por
ter se mostrado um ponto de intervencdo potencial para o tratamento de varias
doencas, incluindo aterosclerose (Yan et al., 2021), cancer (Yi et al., 2024), diabetes
(Seok et al., 2013) e condi¢cbes neuroinflamatérias (Tian et al., 2022). Na AF, a MCP-
1 contribui significativamente para o recrutamento de mondcitos ao endotélio vascular,
favorecendo sua diferenciacdo em macréfagos e a subsequente amplificacdo da
resposta inflamatéria por meio da liberacdo de citocinas pré-inflamatérias (Conran &
Belcher, 2018). Esse acumulo celular também esta associado a formagéao das VOCs,
j& que mondcitos e outras células de defesa podem interagir com plaquetas e
eritrocitos falcizados, promovendo adesdo ao endotélio e interrupcdo do fluxo
sanguineo (Keikhaei etal., 2013; Sundd et al., 2019). As VOCs representam uma das
principais causas de morbidade e hospitalizacdo em pacientes com AF(Ballas et al.,
2012; Rees et al., 2010). Nesse contexto, a modulagéo seletiva da MCP-1 pela MEL,
observada em nosso estudo, reforca a hipétese de que esse composto possa atenuar
mecanismos-chave da fisiopatologia da doenca, se apresentando como um agente

promissor para melhorar a qualidade de vida de individuos com AF.
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6. CONCLUSAO

Em conclusédo, nossos resultados corroboram evidéncias prévias de que o
modelo murino de AF, embora valioso para estudos controlados, apresenta uma
translacdo limitada da resposta inflamatéria sistémica caracteristica da doenca em
humanos. Essa limitacdo possivelmente contribuiu para a subestimacdo dos
efeitos anti-inflamatérios das terapias testadas. Ainda assim, mesmo nesse
cenario de inflamacao pouco pronunciada, a MEL foi capaz de modular de forma
seletiva e significativa os niveis de MCP-1, uma quimiocina-chave no recrutamento
de mondcitos e na amplificacdo da resposta inflamatoria, intimamente relacionada
a patogénese das crises vaso-oclusivas. Este achado reforca a plausibilidade
biolégica e o potencial terapéutico da MEL como estratégia terapéutica ou
adjuvante para mitigar eventos inflamatorios criticos na AF, abrindo perspectivas

para investigacdes futuras em ensaios clinicos.
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APENDICE |
Perfis Cromatograficos dos Grupos Experimentais
A) B)
Fosk me S o Mo e R T e

Time (min.) Time (min.)

Apéndice I. Exemplares dos perfis cromatograficos dos camundongos considerados
aptos a compor 0s grupos experimentais. A) Analise cromatografica de um
camundongo traco falciforme indicando a presenca de 6,6% de HbF [RT de 1.12],
36,4% de HbA [RT de 2.50], 12,6% de subfracdo degrada da HbA [RT de 1.74], 1,6%
de HbA2 [RT de 3.62] e 31,1% de HbS [RT de 4.40]. B). Andlise cromatografica de um
camundongo doente falciforme indicando a presenca de 0,6% de HbF [RT de 1.08],
1,9% de HbA [RT de 2.46], 2,5% de HbA2 [RT de 3.66] e 93,3% de HbS [RT de 4.41].
Unknown: picos de subfracbes degradadas de Hb.*:Indicam valores fora dos limites
esperados pelo equipamento. CDM System, Variant V-ll Instrument I.
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APENDICE Il - Peso corporal e massa esplénica de camundongos transgénicos

utilizados no estudo.

Caodigo Interno Sexo Bioldgico Peso Corporal (g) Baco (g)
1°AS Macho 27,4 0,126
2° AS Fémea 24,9 0,158
3°AS Fémea 25,7 0,236
4° AS Fémea 22,6 0,143
5° AS Fémea 23,9 0,130
1°SS Fémea 26,8 0,503
2°SS Fémea 24,9 0,539
3°SS Fémea 25,5 0,391
4°SS Macho 30,2 0,463
5°SS Macho 28,6 0,342
6° SS Fémea 20,9 0,402
7°SS Fémea 20,5 0,474
8°SS Fémea 21,6 0,358
1° SS+MEL Macho 28,3 0,41
2° SS+MEL Macho 22,8 0,65
3° SS+MEL Fémea 20,9 0,58
4° SS+MEL Fémea 23,4 0,51
50 SS+MEL Fémea 24,2 0,20
6° SS+MEL Fémea 20,7 0,36
7° SS+MEL Fémea 25,2 0,26
8° SS+MEL Fémea 211 0,42
9° SS+MEL Fémea 224 0,19
1° SS+ERT Macho 30,1 0,18
2° SS+ERT Fémea 17,4 0,15
3° SS+ERT Fémea 214 0,69
4° SS+ERT Fémea 19,2 0,28
50 SS+ERT Fémea 21,7 0,28

Valores individuais de peso corporal (g) e massa do baco (g) dos animais pertencentes
aos diferentes grupos experimentais. AS: Controle saudavel. SS: Controle doente.

SS+MEL: Grupo doente tratado com melatonina. SS+ERT: Grupo doente tratado com

Ergotioneina. Codigo interno: Identificacdo individual de cada animal.
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APENDICE Ill - Curvas padrédo para a quantificacdo das citocinas

IL-12p70

Fitted Concentration (pg/mL)

Name

r2

chi2

Imin (a)

Hill Slope (b)
1C50 (c)

Imax (d)

TNF-a

Fitted Concentration (pa/mL)

IFN-y

Fitted Concentration (pg/mL)

Name

r2

chiz

Imin (&)

Hill Slope (b)
IC50 ()

Imax (d)

Name

r2

chiz

Imin (a)

Hill Slope (b)
IC50 (c)

Imax (d)

Value

0.99645

0.00541

218552

2.31267

5.74986

11.01972

Value

0.99877

0.00z00

219614

2.53075

3.77241

715021

Value

0.99885

0.00195

2.25588

1.65850

4.52647

9.38362
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PE-A (MFI)

PE-A (MFI)

Tk =

MCP-1

-

Th =

Fitted Concentration (pg/mL)

-

Name

r2

chi2

Imin (a)

Hill Slope (b)
IC50 (c)

Imax (d)

IL-10

-

Fitted Concentration (pa/mL)

=r

MName

r2

chi2

Imin (a)

Hill Slope (b)
IC50 (c)

Imax (d)

IL-6

-

Fitted Concentration (pg/mL)

- -

Name

r2

chi2

Imin (a)

Hill Slope (b)
IC50 (c)

Imax (d)

Value

0.99808

0.00428

2.27149

5.82581

2.85755

5.28405

Value

0.99546

0.00521

2.35096

3.09361

3.86000

6.61086

Value

0.99831

0.00249

2.36154

1.87144

5.540091

10.63418
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Curvas padrao utilizadas na conversdo e quantificagdo das concentracdes das
citocinas em pg/mL. Foram geradas curvas de quatro parametros logisticos (4PL) para
cada citocina de acordo com a férmula log(y) =d + (a - d)/(1 + (log(x) / c)*b). y:
intensidade média de fluorescéncia (MFI, Mean Fluorescence Intensity). X:
concentracdo conhecida do padrdo (pg/mL). a (Imin): valor minimo do sinal (plateau
inferior da curva). d (Imax): valor maximo do sinal (plateau superior da curva). c¢ (IC50):
concentracdo na qual ocorre 50% do efeito maximo, ou ponto de inflexdo da curva. b
(Hill Slope): inclinacéo da curva, que indica a taxa de variacao do sinal. r2 coeficiente
de determinacéo, que indica a qualidade do ajuste da curva. x? (chi?): medida do erro
do ajuste.



