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RESUMO

Os eritrdcitos sdo células que apresentam um ambiente interno extremamente pro-oxidante,
propenso a constante formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) devido a seu papel
fisiolégico como transportador de oxigénio. Além desse ambiente interno oxidante, fontes
extracelulares também contribuem para o estresse oxidativo constante dessas células devido a
alta permeabilidade de ERO apresentada pela membrana eritrocitaria. Em contrapartida, essas
células possuem um sistema de regulacdo redox altamente eficiente e estritamente
comprometido em manter a integridade e funcionalidade celular apds a completa maturagéo,
devido a capacidade metabolica limitada apresentada por essas células (auséncia de nucleo e
organelas). A ergotioneina (ERT) é um antioxidante natural que vem ganhando destaque na
comunidade cientifica como uma potencial alternativa terapéutica no tratamento de diferentes
doencas hematoldgicas humanas com quadros clinicos caracterizados por estresse oxidativo e
inflamacéo cronicos. Isto, pois seu uso apresenta uma série de vantagens, dentre as quais
podemos citar a i) existéncia de transportador altamente especifico para sua captacdo, em
diversos tipos celulares, inclusive em células eritroides; ii) alta biodisponibilidade, resultante
da alta retencdo e baixa excrec¢do; iii) sua capacidade de detoxificar uma série de compostos
oxidantes; e iv) ndo apresentar toxicidade ou efeitos indesejado associados a sua administragéo,
mesmo em altas doses. Neste contexto, o presente estudo objetivou investigar os possiveis
efeitos antioxidantes e/ou moduladores da ERT sobre os mecanismos celulares de adaptacéo
redox indispenséveis para homeostase em células eritroides submetidas ao estresse oxidativo,
baseados nas vias de sinalizacdo em resposta ao estresse oxidativo, PI3BK/AKT/FOXO03 e
Keapl/Nrf2/ARE; utilizando células eritroleucémica K562 sob inducdo de diferenciacdo
eritroide como modelo experimental. Para tanto, foram avaliados a viabilidade celular e os
niveis de transcritos dos fatores de transcricdo e seus moduladores supramencionados, bem
como de importantes antioxidantes envolvidos na adaptacdo redox. Assim, o estudo contou com
trés amostras pseudoreplicadas acompanhadas durante cinco dias de diferenciagéo celular, com
avaliacBes em trés periodos do processo de diferenciacdo: antes do inicio (D0), no inicio de
diferenciacdo (D2) e méximo da diferenciacdo (D4). Além disso, cada amostra foi dividida nos
seguintes grupos: células eritroides sem inducao de estresse oxidativo e tratamento antioxidante
(Referéncia); células sob inducdo de estresse com perdxido de hidrogénio (100 uM H20,);
células tratadas com 1 nM (C1) e com 100 uM (C2) de ERT; por fim, dois conjuntos de células
tratados com as mesmas concentracdes de ERT associados com a indugdo do estresse (C1+
H202 e C2+ H>02, respectivamente). Dentre os resultados obtidos, destaca-se o tratamento com
a menor concentracdo de ERT (C1) que se associou com a indugdo da expressao do FOXO3; ja
na concentracdo C2 houve uma reducdo dos niveis de transcritos no inicio do processo de
diferenciacdo, se mantendo baixa até o final do experimento. Também foi observada que a
menor concentracdo de ERT testada, na presenca do agente estressor, apresentou 0s maiores
niveis de transcritos de Nrf2 (todos os periodos), Keapl (dia 0) e 14-3-3 (dia 2 e 4), enquanto,
no tratamento ERT C2 + H20Oz, no dia 2, observou-se um aumento de FOXO3 e MST1 e uma
diminuigéo da 14-3-3 e Nrf2. As analises multivariadas destacaram que a via Keapl/Nrf2/ARE
apresentou maior contribuigdo com o padrdo de expressdo de PRDX1, SOD1 e CAT, enquanto
a via MST1-FOXO3, com PRDX2 e Trx. Conclui-se que ERT apresentou uma agéo
citoprotetora em células eritréides K562, através da ativagdo dos fatores de transcrigdo FOX03
e Nrf2, sendo que a via de sinalizag&o redox Nrf2-ARE mostrou-se como a principal envolvida
na homeostase redox, enquanto a via MST1-FOXO3 parece estar envolvida tanto na
homeostase redox quanto na proliferacdo e diferenciacdo eritroide. E valido ressaltar que os
resultados possibilitaram a proposicdo e/ou elucidacdo de um mecanismo de agdo das vias
estudadas em células eritroides, dependente da concentracdo de ERT administrada.

Palavras-chave: Genética humana e Molecular. Antioxidantes. Metabolismo Regulagéo



Abstract

Erythrocytes are cells that present an extremely pro-oxidant internal environment, prone to the
constant formation of reactive oxygen species (ROS) due to their physiological role as oxygen
transporter. Besides this oxidizing internal environment, extracellular sources also contribute
to the constant oxidative damage of these cells due to the high permeability of ROS presented
by the erythrocyte membrane. Because of the mentioned above, these cells have a highly
efficient redox regulation system and are strictly committed to maintaining cell integrity and
functionality after complete maturation, due to the limited metabolic capacity presented by
these cells (absence of nucleus and organelles). Ergothioneine (ERT) is a natural antioxidant
that has been gaining notability in the scientific community as a potencial therapeutic
alternative in the treatment of different human hematological diseases with clinical conditions
characterized by oxidative stress and chronic inflammation. Due to a series of advantages of its
use, as i) existence of a highly specific transporter for its uptake, in several cell types, including
erythroid cells; ii) high bioavailability, resulting from high retention and low excretion; iii)
ability to detoxify a series of oxidizing compounds; and iv) does not present toxicity or adverse
effects associated with its administration, even in high doses. In this context, the present study
aimed to investigate the possible antioxidant and/or modulating effects of ERT on the cellular
redox adaptation mechanisms indispensable for homeostasis in erythroid cells subjected to
oxidative damage, based on the signaling pathways in response to oxidative stress, PI3K/AKT/
FOXO03, and Keapl/Nrf2/ARE; using erythroleukemic K562 cells under the induction of
erythroid differentiation as an experimental model. For that, the cell viability, and the levels of
transcripts of the transcription factors and their aforementioned modulators were evaluated, as
well as of important antioxidants involved in redox adaptation. Thus, the study had three
pseudo-replicated samples followed for five days of cell differentiation, with assessments in
three periods of the differentiation process: before the start (DO0), at the beginning of
differentiation (D2), and maximum differentiation (D4). Also, each sample was divided into
the following groups: erythroid cells without inducing oxidative damage and antioxidant
treatment (Reference); cells under stress induction with hydrogen peroxide (100 uM H20);
cells treated with 1 nM (C1) and 100 uM (C2) of ERT; finally, two sets of cells treated with the
same concentrations of ERT associated with stress induction (C1 + H202 and C2 + H203,
respectively). Among the main results, we can highlight that the treatment with the lowest
concentration of ERT (C1) promoted the induction of FOXO3 expression, whereas in the C2
concentration there was a reduction in the levels of transcripts at the beginning of the
differentiation process, remaining low until the end of the experiment. It was also observed that
the lowest concentration of ERT, tested with the stressor, showed the highest levels of Nrf2
transcripts (every day), Keapl (day 0), and 14-3-3 (day 2 and 4). Meanwhile, in the ERT C2 +
H20- treatment, on day 2, was observed an increase in FOXO3 and MST1, concomitantly with
a decrease in 14-3-3 and Nrf2. Multivariate analyzes of the degree of association between the
transcript levels of the antioxidant enzyme genes, highlights that the Keapl / Nrf2 / ARE
pathway presented a greater contribution or involvement in the production of PRDX1, SOD1
and CAT mRNAs and that the MST1-FOXO3 pathway seems to be more associated with the
PRDX2 and Trx transcripts in K562 erythroid cells. In conclusion, ERT presented a
cytoprotective action on K562 erythroid cells, through the activation of FOXO3 and Nrf2
transcription factors, with the redox signaling pathway Nrf2-ARE being the main one involved
in redox homeostasis, while FOXO3 is involved in both homeostasis redox and erythroid
proliferation and differentiation. It is noteworthy that those results made it possible to propose
a mechanism of redox adaptation of the pathways studied, in an ERT concentration-dependent
manner.

Keywords: Human and molecular genetics. Antioxidants. Regulation metabolism.
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1. INTRODUCAO

1.1 Estresse oxidativo
As reacdes de reducdo e oxidacdo (redox) controlam quase todos os aspectos da vida (SIES;

BERNDT; JONES, 2017) e do nosso metabolismo, consequentemente, as espéecies reativas
como as de oxigénio (ERO) - termo que descreve as espécies quimicas que sao formadas apos
a reducédo incompleta de oxigénio (RAY; HUANG; TSUJI, 2012), sdo subprodutos desse tipo
de metabolismo. Essas moléculas, resultantes de reacdes enddgenas ou por alguma disfuncao
biolégica podem causar danos as proteinas, DNA, carboidratos e peroxidacdo lipidica
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; PISOSCHI; POP, 2015). Esses efeitos sé&o
neutralizados pelas reacOes de reducéo realizadas por uma variedade de enzimas e pequenos
compostos especificamente dedicados a prevenir o acumulo intracelular dessas moléculas
(SCHIEBER; CHANDEL, 2014).

Além desse aspecto deletério, ao longo das ultimas duas décadas, o papel das espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio como mediadores da sinalizacdo intracelular vem ganhando
destaque como reguladores importantes de numerosas respostas fisiologicas (RAY; HUANG;
TSUJI, 2012; SCHIEBER; CHANDEL, 2014). A versatilidade dessas moléculas em relacéo as
suas propriedades e mobilidade dentro das células € uma das grandes vantagens que se acredita
ser responsavel pela conservacdo evolutiva desse tipo de sinalizacdo (MITTLER et al., 2011).
E, como parte de uma rede de sinalizacdo celular altamente conservada, elas estdo integradas
na regulacdo de numerosas respostas fisiologicas como proliferacdo celular, apoptose e
expressao génica (PISOSCHI; POP, 2015; SCHIEBER; CHANDEL, 2014).

A homeostase redox € atingida quando ha um equilibrio dindmico entre os varios processos
geram espécies reativas e, consequentemente, promovem a oxidacao de biomoléculas e defesas
antioxidantes que limitam a formacdo destes agentes oxidantes (JONES; SIES, 2015).
Elevacdes moderadas na producdo de especies reativas acontecem dentro de parametros
fisiologicos e permitem a adaptacdo celular (eustresse), sendo, assim, essenciais para a
regulacdo de processos como proliferagdo celular, apoptose e expressao génica, por meio das
modulagdes dos fatores de transcricdo (PISOSCHI; POP, 2015; SCHIEBER; CHANDEL,
2014). No entanto, quando essa producdo ultrapassa valores fisioldgicos (condicdes
fisiopatoldgicas), os danos oxidativos passam a se acumular (distresse), processo este que é
observado nos mecanismos fisiopatoldgicos primarios ou secundarios de varias doencas
humanas (JONES; SIES, 2015; SIES; BERNDT; JONES, 2017). O mecanismo regulatorio
dessa homeostase pode ocorrer de duas formas, pelo controle da atividade enzimatica ou em

nivel transcricional (KLOTZ et al., 2015), este ultimo sendo o foco deste estudo.
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1.2 Estado redox celular
A manutencéo do estado redox intracelular é promovida principalmente pelos sistemas

antioxidantes da glutationa (GSH) e da tiorredoxina (Trx) (XIE et al., 2019). No primeiro, a
glutationa reduzida (GSH) é oxidada, ao eliminar peroxidos e varios outros componentes
reativos, adquirindo a configuracdo de glutationa oxidada (GSSG), que pode ser revertida para
sua forma reduzida pela acdo da glutationa redutase (GR), a qual usa 0 NADPH como agente
redutor (PRABHAKAR et al., 2005). A Trx fornece os equivalentes redutores para as
peroxidases peroxiredoxinas (PRDX), regenerando-as em um ciclo catalitico para manterem
seu papel antioxidante importante (com exce¢do da PRDX6 cujo redutor fisioldgico € a
glutationa). A Trx, em sua forma oxidada, por sua vez é regenerada pela enzima tioredoxina
redutase (TrxR), a partir de elétrons doados por NADPH (HOLMGREN; LU, 2010). Assim,
podemos determinar que um dos passos importantes na regulacdo da capacidade antioxidante
da célula é a producao de NADPH, pois seu consumo é o responsavel por fornecer equivalentes
redutores a esses antioxidantes (BRADSHAW, 2019). E, que os sistemas da Trx e GSH fazem
parte de uma intrincada rede de sinalizagdo denominada de regulacdo redox, na qual tais
compostos e vias relacionadas tém papéis essenciais na manuten¢do do um estado redox
intracelular (HOLMGREN et al., 2005).

1.3 Estresse oxidativo e as células eritroides
Os eritrocitos sdo células que apresentam um ambiente interno extremamente oxidante,

propenso a producdo constante de agentes pré-oxidantes (ou ERO) devido ao seu papel
fisioldgico como transportador de oxigénio (EDWARDS; FULLER, 1996). A presenca desses
componentes oxidantes interferem na homeostase eritrocitaria (YAWATA, 2003). Dentre a
geracdo interna de fontes oxidantes, destaca-se a desnaturacdo oxidativa da hemoglobina (Hb),
processo que ocorre diariamente durante a dissociagdo do oxigénio em cerca de 3% da Hb. A
auto-oxidagdo da hemoglobina oxigenada [Hb(Fell)O2] em metahemoglobina [Hb(Felll)]
libera &nion superoxido (O2"), molécula que é capaz de atacar diretamente a membrana dessas
células causando alteragdes nos lipideos e na estrutura das proteinas, considerado um gatilho
importante do processo oxidativo (JOHNSON et al., 2005; VOSKOU et al., 2015). Esse anion
sofre dismutagdo e gera peroxido de hidrogénio (H20.), composto capaz de oxidar tiois de
proteinas (KANIAS; ACKER, 2010). O H>O, também pode reagir com metais como o ferro
dando origem ao radical hidroxila ("OH), o qual é extremamente reativo e ataca rapidamente as
biomoléculas no local onde é formado (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Dessa forma, a
auto oxidacdo da Hb constitui uma das maiores fontes de H.O, (BENFEITAS et al., 2014;
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VOSKOU et al., 2015). Existem evidéncias que 0 aumento desse oxidante esta diretamente
relacionado com a peroxidacdo lipidica das células eritroides, considerada uma consequéncia
primaria do estresse oxidativo celular (FIBACH; RACHMILEWITZ, 2008). Em decorréncia
da peroxidacdo lipidica, sdo gerados hidroperoxidos de lipidios (LOOH) cuja decomposicédo
resulta em produtos de maior reatividade e toxicidade, como os radicais peroxila (LOO") ou
alcoxila (LO"). Além de causar a polimerizagdo dos componentes da membrana e 0 aumento da
rigidez dos fosfolipidios da bicamada, levando a diminuicdo de sua deformabilidade, o que por
sua vez aumenta a suscetibilidade destas células a hemolise (GIROTTI, 2009; GUTTERIDGE,
1995).

Concomitantemente a geracdo interna de pro-oxidantes, fontes extracelulares também
contribuem para o dano oxidativo constante dessas células por serem altamente responsivas ao
ambiente externo, sendo importante ressaltar a alta permeabilidade a H,O. apresentada pela
membrana eritrocitaria (BENFEITAS et al., 2014) e a presenga de aquaporinas que permitem
o transporte bidirecional de H»O» através da membrana biol6gica de células eritroides
(KINGSLEY etal., 2013; WEI et al., 2015). A membrana celular desses eritrécitos é altamente
especializada, organizada e capaz de interagir com mediadores inflamatdrios e agentes
oxidativos, levando a uma variedade de mudangas tanto estruturais quanto funcionais e,
portanto, o eritrocito deve ser considerado como um indicador importante de salde
(MASSACCESI; GALLIERA; ROMANELLI, 2020), sinalizando uma situacdo anormal que
podem ser observadas em diversas condi¢bes patoldgicas (YANG et al., 2018; ZHOU et al.,
2018).

1.4 Mecanismos celulares de adaptacdo redox em células eritroides
Dentre os mecanismos de defesa utilizados pelas células eritrocitarias estdo enzimas

antioxidantes como a superoxido dismutase 1 (SOD1), catalase (CAT), glutationa peroxidase 1
(GPx1) e as peroxirredoxinas (PRDX), que removem cataliticamente as espécies reativas,
evitando os efeitos deletérios causados pela oxidacdo (IUCHI, 2012). A SOD é uma
metaloenzima que catalisa a transformacao do anion superoxido em oxigénio molecular e H2O»,
sendo que nos eritrocitos a isoforma SOD1 dessa enzima atua como a primeira linha de defesa
dessas células (JOHNSON; GIULIVI, 2005). O H.O produzido a partir dessa reagdo é
decomposto por outras enzimas, como a CAT, a GPx1 e as PRDXs, atuando em conjunto com
as SOD1 no combate das ERO, desempenhando um papel fundamental na manutencdo dos
eritrocitos (LOW et al., 2007).
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A CAT apresenta uma eficiéncia maior de atuacdo na presenca de concentracGes altas de
H20., sendo capaz de eliminar H,O> com atividade muito maior do que GPx1 quando este se
encontra em concentragcdes acima de 100 nM (MUELLER; RIEDEL; STREMMEL, 1997;
RAHMAN, 2007). A GPx1 é essencial na eliminacdo de H.O e outras variedades de peroxidos
toxicos (COMHAIR; ERZURUM, 2002), dessa forma o sistema glutationa desempenha um
papel fundamental, mantendo a homeostasia redox (CHELIKANI; FITA; LOEWEN, 2004,
LOW et al., 2007). As PRDXS, além de reduzir peréxido, exercem um papel essencial ao atuar
como transdutor de sinal de H20- e contribuem para a gestdo do pool de NADPH intracelular
(BENFEITAS et al., 2014; RHEE; KIL, 2017). Além disso, a PRDX2 se liga a Hb para
estabilizd-la e protegé-la do estresse oxidativo (HAN et al., 2012), agindo como chaperona
molecular da Hb, mantendo seu enovelamento adequado (durante a eritropoiese), evitando sua
desnaturacdo (pds a maturacdo) e se liga ao heme livre com afinidade alta, impedindo acdes
oxidativas desse grupamento (DE FRANCESCHI et al., 2011; STUHLMEIER et al., 2003).

As redoxinas, incluindo as PRDXs e as Trxs, sdo proteinas conhecidas por estarem
envolvidas em reacdes redox e por regularem a atividade da fatores de transcricao através da
interacdo direta com esses fatores (maioria das vezes por via da oxidacao de tidis cisteinicos),
(HOPKINS; NEUMANN, 2019), o que é especialmente interessante quando pensamos no fator
de transcricdo FoxO3, cuja localizagdo subcelular é um pré-requisito essencial para a sua
atividade transcricional. Um estudo recente realizado por Hopkins e colaboradores (2018),
demonstrou, pela primeira vez na literatura, que o complexo PRDX1-FoxO3 (ligado por
dissulfeto) influencia na localizacdo nuclear da proteina FoxO3, permitindo uma regulacéo
rapida e precisa da resposta ao estresse oxidativo, evidenciando que uma regulacdo da atividade
do FoxO3 dependente de H202 pode ser analisada diretamente através da PRDX1. Os autores
propde que a PRDX1 constitui um passo importante para a manutencdo de reservatorio
citoplasmatico de FoxO3 dependente de sinalizacdo redox que é prontamente disponivel frente
a niveis altos de H202, momento no qual ha estimulacdo da translocacdo nuclear e expressdo
génica de FOX0O3 (HOPKINS et al., 2018).

Apesar do sistema intricado de defesa antioxidante dos eritrocitos estar bem documentado
na literatura, 0s mecanismos regulatdrios por tras dessas enzimas antioxidantes ainda néo sao
bem caracterizados. Assim, compreender 0s mecanismos que atuem na regulacdo da
homeostase redox é de importancia extrema para 0 monitoramento e desenvolvimento de
tratamentos possiveis que possam ser utilizados, ndo s6 em doencas hematoldgicas, mas em

uma variedade de enfermidades cronicas e/ou degenerativas que apresentam quadros de estresse
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oxidativo acentuado nos quais 0s pardmetros eritrocitarios podem ser importantes para o
monitoramento clinico (MASSACCESI; GALLIERA; ROMANELLI, 2020).

1.5 Vias de sinalizac¢éo centrais da biologia redox
Os fatores de transcricdo Nrf2 e FoxO3 sdo expressos através de estimulos estressantes e

exercem papéis centrais no controle da expressdo de enzimas de defesa antioxidantes
(CALNAN; BRUNET, 2008; ISHII et al., 2000; ITOH et al., 1997). Em condicdes fisiologicas,
Nrf2 é degradado constitutivamente através da via ubiquitina-proteassomo, mecanismo no qual
0 sensor de estresse oxidativo Keapl serve como um adaptador do complexo ubiquitina ligase
Cul3-Rbx. No mecanismo de ativacdo do Nrf2 (sob estresse oxidativo), o complexo Keapl-
Cul3-Rbx1 desconecta-se do Nrf2, permitindo que ele migre para o nucleo e atue como um
fator de transcricdo, ativando o promotor do Elemento de Resposta Antioxidante (ARE) e seu
heterodimero obrigatério, a proteina Small Maf (SMAF). Esta via, agora chamada de Nrf2-
ARE, inicia a transcri¢do de inumeros antioxidantes, como SOD1, CAT, GPx1, Hemoxigenase
I (HO-1), NADPH-quinona oxidoredutase 1 (NQOL), sulfiredoxina (Srx), tioredoxina redutase
(TrxR), PRDX1, 2, 5 e 6 e glutationa S-transferase (CHEN et al., 2020; MA, 2013), além de
estimular a transcrigdo de Hemoglobina Fetal (HbF) (MACARI; LOWREY, 2011), como
esquematizado na Figura 1 abaixo.

Figura 1. Via de sinalizacao Nrf2
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Sem o estresse oxidativo (Lado esquerdo), o Nrf2 é ubiquitinado pelo complexo Keapl-Cul3-Rbx1 e degradado
pelo proteassomo. Sob estresse oxidativo (Lado direito), o0 complexo Keapl-Cul3-Rbx1 desconectam-se do Nrf2,
permitindo que ele migre para o nlcleo e atue ativando o promotor ARE e seu heterodimero obrigatério, a proteina
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Small Maf (SMAF). ARE, Elemento de Resposta Antioxidante; ERO, Espécie reativa de oxigénio; Nrf2, Fator
nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2; SMAF, proteina Small Maf; U, ubiquitinagdo. Fonte: Esta figura foi
criada pela autora adaptando imagens da Servier Medical Art Commons Attribution 3.0 Unported License
(http://smart.servier.com).

J& o fator de transcricdo FoxO3, tem sua atividade regulada principalmente através de
modifica¢bes pds-traducionais (MPT) que causam mudancas em sua localizagdo subcelular,
resultando em diferentes implicacOes para sua atividade (Figura 2). Em resposta a estimulos
externos, como insulina ou fator de crescimento, a via de sinalizacdo PI3K/AKT ¢ ativada. AKT
fosforila 0 FoxO3 nuclear nos sitios Thr32, Ser253 e Ser315, permitindo a ligacdo da chaperona
14-3-3, particularmente nos sitios Thr32 e Ser253 fosforilados, 0 que contribui para mascarar
o dominio de ligacdo ao DNA de FOXO, levando a dissociacdo desse fator de transcri¢do do
elemento responsivo a FOXO ou ERF. O resultado dessa ligacdo é a translocacdo desse fator
de transcri¢do para o citosol, impedindo a transcri¢éo de seus genes-alvo (BOCCITTO; KALB,
2011; KODANI; NAKAE, 2020; WANG; HU; LIU, 2017). Por outro lado, quando a célula é
submetida a estresse oxidativo, a quinase MST1 fosforila a Ser207 do FoxO3 citoplasmatico,
bloqueando a interacdo com 14-3-3; e, fosforila também os sitios Ser209, Ser215, Ser231 e
Ser232 localizados na regido FH, um dominio conservado de ligacdo ao DNA, que ao ser
fosforilado aumenta a ligacdo ao DNA. A fosforilacdo catalisada por MST1 promove a
translocacdo desse fator para o nucleo e, através da transcricdo de seus genes-alvo, FoxO3
controla se a célula entra na via de sobrevivéncia (por inducdo dos antioxidantes) ou apoptose
(BOCCITTO; KALB, 2011; KODANI; NAKAE, 2020; WANG; HU; LIU, 2017).

Figura 2. Modificages pds-traducionais e mudancas na localizagdo subcelular de FoxO3
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Mecanismos pelos quais o fator de transcricdo FOXO3 regula a homeostase celular. Do lado direito, tem-se uma
fosforilagdo do FoxO3 por MST1, proteina quinase ativada por estresse oxidativo, e desencadeia sua realocacgao
do citoplasma para o nicleo, anulando os efeitos de outro conjunto de modificagfes pds-traducionais (MTP) como
a fosforilagdo por AKT, uma proteina quinase, que fosforila o0 FoxO3 na presenca de fator de crescimento (FC) e
desencadearia sua realocagdo para o citoplasma (ocasionada pela ligacdo do FoxO3 com a chaperona 14-3-3),
impedindo sua atividade transcricional (lado esquerdo). AKT, proteina quinase B; ERF: Elemento responsivo a
FOXO; ERO, Espécie reativa de oxigénio; FC, Fator de crescimento; FoxO3, proteina Forkhead box O; MST1,
Quinase estéril 20 de mamiferos; P, Fosforilacdo; PI3K, Fosfatidilinositol 3-quinase. Fonte: Esta figura foi criada
pela autora adaptando imagens da Servier Medical Art Commons Attribution 3.0 Unported License
(http://smart.servier.com).

Os genes-alvo transcritos, além de serem estimulo-dependentes (mudancgas externas que
perturbam a homeostase) também sdo intensidade-dependente (Figura 3). A titulo de exemplo,
em casos de estresse oxidativo mediano, as proteinas FoxO3 medeiam mecanismos celulares
de protecdo celular, aumentando a expressdo de enzimas antioxidantes, sendo elas: CAT, GPxl1,
SOD1e 2, PRDX1, 2,3¢e5, Trx e TrxR (CHIRIBAU et al., 2008; KLOTZ et al., 2015; KOPS
et al., 2002; MARINKOVIC et al., 2007; NEMOTO; FINKEL, 2002). Por outro lado, sob
estresse oxidativo elevado, promovem a inibicdo do crescimento celular (expressdo de varios
inibidores de CDK) (DALL’ACQUA et al., 2017; JEONG et al., 2016) e/ou apoptose (ativacéo
de genes pré-apoptoticos) (ESSAFI et al., 2005; SUNTERS et al., 2003; VAN DER VOS;
COFFER, 2011). Esta fina regulacdo da atividade transcricional de FoxO3 demonstra a
existéncia de uma hierarquia entre as MPT que permite uma resposta rapida ao estimulo do
estresse oxidativo, consolidando seu papel na biologia redox (TZIVION; DOBSON;
RAMAKRISHNAN, 2011).

Figura 3. FOXO e estresse oxidativo
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A atividade das proteinas FoxO é controlada de acordo com a intensidade do estresse oxidativo (estimulo externo
gue atua como agente estressor). Em casos de estimulos de estresse oxidativo moderado (eustresse), as proteinas
FoxOs medeiam mecanismos de protecdo celular, aumentando a expressdo de enzimas antioxidantes, por exemplo.
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Por outro lado, sob estresse oxidativo elevado, o dano oxidativo acumula-se (distresse) e os FoxOs promovem a
inibicdo do crescimento celular (aumentando a expressao de varios inibidores de CDK) e/ou apoptose (genes pro-
apoptoticos sdo ativados). CDK, Quinases dependentes de ciclinas; ERO, Espécie reativa de oxigénio; FC, Fator
de crescimento; FoxO, proteina Forkhead box O; P, Fosforilagdo. Esta figura foi criada pela autora adaptando
imagens da Servier Medical Art Commons Attribution 3.0 Unported License (http://smart.servier.com).

Recentemente, foi demonstrada uma ligagéo entre os fatores de transcri¢cdo Nrf2 e FOXO3,
em linhagens de células tumorais humanas. No estudo realizado por Guan e colaboradores
(2016), FOXO3 estimulou a transcricdo do gene Keapl e, ao elevar os niveis desse sensor de
estresse oxidativo, esse fato de transcricdo estaria atenuando a acdo do Nrf2. J& em caso de
inativacdo do FOXO3, tem-se uma regulacdo negativa de Keapl, resultando na ativacdo da
sinalizacdo de Nrf2, enquanto a sinalizagdo constitutivamente ativa de AKT tende a estimular
Nrf2, bloqueando a referida atividade FOXO3 (GUAN et al., 2016). O mecanismo por tréas
dessa regulacdo envolve a regido promotora do gene Keapl, mais especificamente no intron 1,
onde foram encontramos varios elementos de ligacdo de consenso FOXO (GUAN et al., 2016).

Além disso, outra forma de interacdo proposta entre esses dois fatores de transcricdo é de
que FoxO induza uma resposta antioxidante que acarreta na atenuacgao da oxidacdo de Keapl
(KLOTZ; STEINBRENNER, 2017). Este crosstalk entre FOXO3 e Nrf2 serve para regular
varias respostas celulares, incluindo defesa oxidativa, proliferacdo, sobrevivéncia,
tumorigénese e quimiorresisténcia, o que é extremamente interessante pois na literatura ja ha
dados apontando que os beneficios da ativacdo do Nrf2 sdo dependentes do contexto e que sua
ativacdo persistente, ao exceder um certo limite, pode perturbar a funcéo celular essencial das
espécies reativas, sendo assim prejudicial a sobrevivéncia a longo prazo (TAGUCHI et al.,
2010).

1.6 Suplementacéo terapéutica com antioxidantes
Nas Gltimas décadas, o estresse oxidativo vem sendo considerado um componente de

quase todas as doencas (GURKAN, 2008). Atualmente, tem-se bem estabelecido a existéncia
de relacdo intrinseca entre a gravidade dessas doencas e o desequilibrio entre pro-oxidantes e
defesas naturais, sugerindo que a terapia antioxidante represente um caminho promissor para o
manejo terapéutico. Nesse contexto, diferentes agentes foram e estdo sendo testados atualmente
como suplementacdo ao tratamento dessas doengas, a estratégia mais utilizada consiste no uso
de antioxidantes naturais originados de uma fonte exdgena, como alimentos e/ou suplementos
dietéticos (por exemplo, a vitamina C) (CARLSEN et al., 2010). Uma segunda alternativa
menos explorada envolve a sintese de antioxidantes enddgenos, como SOD (GAO et al., 2003).
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Ambos os métodos apresentam complicagfes, no primeiro caso temos o efeito adverso
decorrido da ingestdo de alta concentragdo de antioxidantes, conhecido como ‘“Paradoxo
antioxidante”, como visto em alguns estudos onde o tratamento antioxidante resultou na
agravacao do dano oxidativo, piorando a satde do paciente (HALLIWELL, 2000, 2013). Esses
efeitos prejudiciais decorrem de uma interagdo complexa entre enzimas antioxidantes, seus
substratos e o ambiente de reacdo enzimatica, ou seja, as enzimas antioxidantes podem
contribuir para os resultados paradoxais catalisando a producdo de ERO/espécies reativas de
nitrogénio (ERN) ou consumindo equivalentes redutores, esgotando ERO/ERN necessarios
para a sinalizacdo, ou até mesmo tendo fungdes de sobreposicdo com outras enzimas (LEI et
al., 2015; POLJSAK; MILISAV, 2012). Essa complicacdo exemplifica um lado pouco
explorado do estresse oxidativo, o “estresse redutor” ou “estresse antioxidante”. Termos
propostos por Dindar e Aslan (2000) que referem-se a condi¢do de desequilibrio redox quando
os niveis de antioxidantes ultrapassarem os de espécies reativas (DUNDAR; ASLAN, 2000),
situacdo que pode desencadear efeitos prejudiciais, especialmente nos casos de consumo
excessivo de antioxidantes sintéticos (BJELAKOVIC et al., 2012; HALLIWELL, 2013). No
segundo, podemos citar o alto custo de producdo, a possivel imunogenicidade, problemas
associados a purificacdo e estabilidade, indisponibilidade por via oral e propriedades
farmacocinéticas pouco satisfatérias, além de toxicidade, efeitos mutagénicos e possiveis
efeitos colaterais (AUGUSTYNIAK et al., 2010; HALLIWELL, 1991).

Na busca de uma alternativa, estudos com compostos capazes de modular fatores de
transcricdo com papel no cddigo redox vém ganhando destaque ao atuarem na modulacao de
redes complexas que controlam a sinalizagcdo e o metabolismo celular (JONES; SIES, 2015),
sendo um mecanismo muito interessante no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas
para doencgas nas quais o estresse oxidativo e a inflamagéo desempenham um papel importante
(CUADRADO et al., 2018; FARHAN et al., 2017; LEVONEN et al., 2014). A titulo de
exemplo, pode-se citar 0 ensaio clinico realizado por Nelson e colaboradores (2006), que
demonstraram a eficacia de Protandim, um composto constituido de multiplos ativadores
fitoquimicos sinérgicos de Nrf2, cuja administragdo promoveu um aumento de 34% da SOD
eritrocitaria (NELSON et al., 2006). Estudos como esse demonstram que a busca continua por
agentes terapéuticos é essencial para o estabelecimento de alternativas melhores terapéuticas
que atendam as caracteristicas particulares das mais variadas doencas que envolvam danos

oxidativos.
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1.7 Ergotioneina
A ergotioneina (ERT) (Figura 4) é um aminodacido natural sintetizado por certos fungos e

bactérias (MELVILLE, 1959) e pode ser encontrado em uma ampla gama de alimentos, sendo
uma fonte importante na dieta humana (HALLIWELL; CHEAH; TANG, 2018). Apesar de sua
biossintese ser restrita a fungos, cianobactérias e micobactérias, a ERT € encontrada de forma
onipresente em animais devido a sua avida captacdo pelo receptor ETT (transportador de ERT)
(GRUNDEMANN, 2012), um transportador de cétions organicos (antigamente chamado de
OCTN1), com um cotransporte de 2 ou 3 ions de Na* para cada ERT, descoberto pela primeira
vez por Griindemann e colaboradores (GRUNDEMANN et al., 2005). Esse transportador
conservado evolutivamente para a captagdo de ERT é altamente seletivo (TSCHIRKA et al.,
2018; TUCKER; CHEAH; HALLIWELL, 2019) e esta presente na maioria das células e tecidos
de plantas e mamiferos (CHEAH; HALLIWELL, 2012).

Figura 4. Estrutura dos tautdmeros de L- Ergotioneina
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L- Ergotioneina (2-mercaptohistidina trimetilbetaina; CoHisN30,S) em solucdo em pH fisiologico existe
predominantemente na forma de tiona (b) em vez de tiol (a). Fonte: adaptado de NACHIMUTHU et al., 2019

Além de sua especificidade alta e distribui¢do, uma outra caracteristica interessante desse
composto é sua meia-vida alta apontada por Cheah e colaboradores (2017), que observaram
niveis significativamente elevados de ERT (no sangue) por até quatro semanas apos a cessagdo
da administracdo em humanos. Concomitantemente, 0s niveis excretados (na urina) sao
extremamente baixos, indicando uma retencao significativa de ERT pelo corpo (CHEAH et al.,
2017). Essa capacidade de se acumular no corpo € parcialmente devido a forma predominante
da ERT (tiona) ser mais estavel em pH fisiologico, em comparagdo com outros tidis, como a
glutationa (CHEAH; HALLIWELL, 2012).

A ERT apresenta uma ampla gama de propriedades Unicas, conferindo uma variedade de
capacidades citoprotetoras incluindo: 1) a capacidade de desativar o oxigénio singlete com uma
taxa maior do que outros tidis, como a glutationa reduzida (GSH), por exemplo (ROUGEE et

al., 1988; STOFFELS et al., 2017); II) atua como um depletor do radical hidroxila HO"
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(AKANMU et al., 1991; FRANZONI et al., 2006), peroxinitrito (ONOO") (ARUOMA et al.,
1997; FRANZONI et al., 2006), &cido hipocloroso (HOCI) (AKANMU et al., 1991) e peroxido
de hidrogénio (H202) (FRANZONI et al., 2006); I1l) E capaz de quelar cations metalicos
divalentes, como ferro e cobre (HANLON, 1971; ZHU et al., 2011); IVV) modular inflamagéo
(LAURENZA et al.,, 2008; SAKRAK et al.,, 2008); V) inibir a atividade da enzima
mieloperoxidase, um componente chave na lesdo tecidual devido & inflamagdo excessiva
(ASAHI et al., 2016); VI) Interagir com outros antioxidantes, em condi¢des de estresse
oxidativo, por exemplo, favorecendo a reducédo de glutationa oxidada (GSSG) para sua forma
reduzida (ARDUINI; EDDY; HOCHSTEIN, 1990), sugerindo a capacidade da ERT de atuar
direta ou indiretamente na manutengdo dos niveis de tiois in vivo (SONG et al., 2010); VII)
promover a reducdo da ferrilmioglobina/hemoglobina (ARDUINI; EDDY; HOCHSTEIN,
1990) e metahemoglobina (metHb), regenerando a forma ativa da Hb (SPICER; WOOLEY;
KESSLE, 1950); VIII) ndo apresenta toxicidade ou efeitos indesejado associados a sua
administracdo, mesmo em altas doses (CHEAH; HALLIWELL, 2012; HALLIWELL;
CHEAH; DRUM, 2016).

Tais observagOes fortalecem a nogdo de que ERT tem um enorme potencial para opcao
terapéutica, especialmente quando o dano oxidativo se torna excessivo como observado por
Halliwell e colaboradores (2016). Este estudo demonstrou um aumentando na captagdo de ERT
de uma maneira regulada em resposta ao estresse oxidativo excessivo, constituindo em um
mecanismo adaptativo in vivo desencadeado para minimizar a propagacao dos danos oxidativos
(HALLIWELL; CHEAH; DRUM, 2016). Ou seja, especula-se que a ERT ndo interferiria em
respostas fisioldgicas importantes das espécies reativas em tecidos saudaveis (TAVERNE et
al., 2018), transpondo o ‘“paradoxo antioxidante”, comumente observado em terapias
antioxidantes (HALLIWELL, 2000). Devido a essas propriedades supracitadas, recentemente
a ERT passou a ser classificada como um "alimento funcional” ou nutracéutico (BORODINA
etal., 2020). Termo que origina-se de um amalgama de "nutricdo” e "farmacéutico” (BROWER,
1998) e refere-se aos beneficios fornecidos para a saude quando um alimento ou substancia

derivada é adicionado em niveis maiores do que uma dieta normal geralmente fornece.

1.8 Célula K562 como modelo bioldgico de células eritrocitarias
A linhagem de células K562 foi inicialmente estabelecida através de efusdo pleural de

uma paciente de 53 anos com Leucemia Mieldide Cronica (CML) em 1975 por Lozzio &
Lozzio (LOZZIO; LOZZIO, 1975), sendo a primeira linhagem celular estabelecida de leucemia

mieloide humana imortalizada (DREXLER, 2001). As células K562 possuem um diametro de
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aproximadamente 20 um, apresentam um citoplasma escasso sem granulos, nucleo central e
dois ou mais nucléolos proeminentes (KOEFFLER; GOLDE, 1980). Essas células também
expressam em sua superficie a glicoforina, uma sialoglicoproteina encontrada exclusivamente
em celulas eritrdides na medula 6ssea humana (ANDERSSON; NILSSON; GAHMBERG,
1979).

Essa linhagem celular apresenta um consideravel grau de plasticidade que permite sua
diferenciacdo, quando submetida a diferentes agentes quimicos (indutores), em ceélulas
eritroides, com producéo de HbF (TSIFTSOGLOU; PAPPAS; VIZIRIANAKIS, 2003), cuja
sintese é fortemente aumentada pelo tratamento com hemina, hidroxiureia, entre outros agentes
(HOFFMAN et al., 1980; RUTHERFORD; CLEGG; WEATHERALL, 1979). Estas
caracteristicas fazem desta uma linhagem celular amplamente utilizada como modelo
experimental em estudos de linhagens eritrdides in vitro, auxiliando a elucidar os mecanismos
ainda ndo conhecidos nesses tipos celulares (CHENAIS et al., 2000; DE FRANCESCHI et al.,
2011; KAWASAKI et al., 1996).

Esta abordagem metodoldgica permite estudar diferentes vias bioquimicas que regulam
a homeostase destas células e como possiveis agentes em estudo poderiam atuar em diferentes
doencas hematoldgicas. Neste contexto, utilizamos as células K562 como modelo biol6gico, o
que permitiu o estudo de mecanismos importantes de adaptagédo redox e avaliacdo da ERT como
potencial agente citoprotetor, quando estas células sdo expostas ao agente oxidante H>O,. Este
agente estressor € uma espécie oxidante de grande importancia bioldgica, que medeia sinais de
regulacdo redox, como o de inativacdo temporaria das PRDXs (WINTERBOURN, 2018;
WINTERBOURN; HAMPTON, 2015) e, quando em excesso, pode causar danos as células e
tecidos (WINTERBOURN, 2013), como em situa¢Oes de inflamagdo ou infecgdo extensa.
Além disso, 0 H202 pode reagir com metais como o ferro dando origem ao radical hidroxila
(‘OH), o qual é extremamente reativo e ataca rapidamente as biomoléculas no local onde é
formado (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1986). Esse fato nos levou a investigar 0s
mecanismos de ac¢ao pelos quais a ERT pode atuar no combate ao estresse oxidativo ocasionado
pela adicdo de H>O, como agente estressor, com a finalidade de estabelecé-la como um
adjuvante, no tratamento de doencas que apresentam estresse oxidativo como consequéncia

fisiopatologica ou mesmo de doencgas causadas por estresse oxidativo.
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6. CONCLUSAO

1)

2)

3)

Os resultados do presente estudo permitiram concluir:

A administracdo de ERT em células eritroides K562 apresentou um padrdo de efeito
periodo e dose-dependentes contra o estresse oxidativo induzido por H20., com acdes
direta sobre a detoxificacdo do agente estressor e indireta sobre 0s niveis dos transcritos
avaliados que possibilitou a proposi¢cdo do mecanismo regulatério FOX03-Keapl-Nrf2
com papel fundamental na homeostase redox e processo de diferenciagdo celular no

modelo bioldgico estudado;
Via de sinalizacdo redox Nrf2-ARE é a principal envolvida na homeostase redox,
enquanto FOXO3 esta envolvido tanto na homeostase redox quanto na proliferacéo e

diferenciacéo eritroide para o modelo estudado;

Sugere-se que a ERT deve ser considerada um elemento-chave em futuras investigagoes
de alternativas terapéuticas para o tratamento de doencas hematoldgicas.
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