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RESUMO

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

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



ABSTRACT

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

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

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

Figura 1. Representacao esquematica do processo de eritropoiese.

Medula 6ssea

\
7

Proeritroblasto @ ‘
Eritroblasto @

baséfilo

Eritroblasto “
policromatéfilo o -

Eritroblasto \
acidoflilo (6. )

Reticulocito &
Eritrocito @

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

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

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

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

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

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

Figura 3. Efluxo de ON das membranas eritrocitarias.
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O complexo enziméatico ACh/AChE ativa a proteina cinase C, que fosforila a proteina tirosina-
cinase e esta, por sua vez, fosforila a proteina da banda 3. Dessa forma, a proteina da banda 3 torna-se
capaz de eliminar ON da célula. Fonte: (SALDANHA et al, 2017).
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Além de proteinas, a membrana conta ainda com um sistema lipidico eficiente e
extremamente importante para manutencdo da célula (Kulig et al., 2016). Com relagdo a
esses componentes, destaca-se o colesterol, o qual exerce um importante papel na fluidez
e organizacdo das biomembranas (Kucuk, 1992). Entretanto, as espécies reativas de
oxigénio (ERO) podem promover a oxidacdo desse componente e gerar uma série de
produtos oxidativos, como hidroperdxidos, epoxidos, cetonas e aldeidos (Kulig et al.,
2016; Pataj et al., 2016). Nos ultimos anos, tem-se evidenciado a formac&o de aldeidos
de colesterol, como o hidroxi-5-0x0-5,6-secocolestan-6-al (CSec) e o produto de sua
reacdo aldolica: 3B-hidroxi-5B-hidroxi-B-norcholestano-6p-carboxaldeido  (ChAld).
Esses séo formados, principalmente, durante a oxidagéo do colesterol mediada por 0zénio
(Os3) e oxigénio molecular singlete (:02) (Miyamoto, 2003). A figura 4 representa as

estruturas quimicas dos aldeidos de colesterol citados.

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

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

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

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

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

homeostase eritrocitaria (Yawata, 2003).

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

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

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

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

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

oxidacdo da Hb seja dismutado em Oz e H20>. Por sua vez, a catalase (CAT) neutraliza o



27

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Figura 6. Estimava de nascimentos de individuos com AF no mundo.

Nascidos com
Anemia Falciforme
a cada 100.000
nascimentos (2015)

=0 %
" 125
26-50

51-100 &
101-250
251-500 ‘
® 501-1000
® 1001-1659 {
NA

Numeros estimados de nascimentos com falciforme anemia por 100.000 nascimentos por pais em
2015. As estimativas sdo derivadas de dados de prevaléncia publicados por (Piel, Frédéric B. et al., 2013).
Fonte: (Adaptado de KATO et al, 2018).
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1.2.1 Hemoglobina S (Hb S)

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

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

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

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

Esse processo de polimerizacdo da Hb S pode ser desencadeado por diversos
mecanismos, dentre eles, a afinidade reduzida da Hb S ao O2 quando comparado a Hb A
(Ballas et al., 2012). Além disso, a afinidade ao O pela Hb S € ainda mais reduzida pela
acdo do intermediario glicolitico presente em altas quantidades nos eritrocitos
falciformes: 2,3 bifosfoglicerato (2,3-BFG), o qual por interagdo com subunidades de -
globina desoxigenadas, reduz a afinidade da Hb por Oz (Rogers et al., 2013). Sabe-se
ainda que, eritrocitos falcémicos possuem elevada atividade da esfingosina cinase, a qual
eleva os niveis de esfingosina-1-fosfato, e este intermediario também diminui a afinidade
da Hb S ao O2 e desencadeia a polimerizacdo (Zhang et al., 2014). Ainda, devido a
homeostase catidnica anormal dos eritrocitos falcémicos, varios canais de membrana
tornam-se disfuncionais, como o canal de Gardos e o cotransportador K-Cl, nos quais ha
perda de K*, desidratacdo, altos niveis de Hb S e consequente polimerizacdo (Figura 9)
(Mohandas e Gallagher, 2008).
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Figura 8. Alteracdes genéticas na Hb S
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Na Hb S hé substitui¢do adenina-timina resultando na substltulgao do &cido glutdmico por valina
na posicao 6 na cadeia B-globina. Em presenca de baixa oxigena¢do, a Hb S pode se polimerizar. Entretanto,
esse processo é reversivel até um determinado momento, o qual ndo é ainda bem elucidado. Fonte:
(Adaptado de KATO et al., 2018).

Figura 9. Polimerizagdo da Hb S e deformagé&o dos eritrocitos
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A polimerizacdo da Hb S depende de muitos fatores, incluindo a concentracdo de Hb S, pressdo
parcial de oxigénio (pO2), temperatura, pH, concentracdo de 2,3-BPG e presenca de diferentes moléculas
de Hb. Fonte: (Adaptado de KATO, 2018).
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1.2.2 Membrana Eritrocitaria Falcémica

Em decorréncia dos ciclos recorrentes de polimerizagéo/despolimerizacédo, ocorre
uma desregulacdo na assimetria dos fosfolipideos de membrana, o que afeta o
citoesqueleto e propicia a exposicao de epitopos protéicos e lipidicos como a PS e CD36,
(Frenette e Atweh, 2007). Além disso, os polimeros e a oxidacdo da Hb S podem afetar
proteinas de membrana com funcgdes estruturais, especialmente o dominio citoplasmatico
da proteina banda 3, o qual pela presenga de hemicromos pode ocasionar a dissociac¢éo
de proteinas do citoesqueleto por ruptura de ligacdo a anquirina (Mannu, 1995). Pode
ocorrer ainda, a oxidacao da espectrina, actina e proteina 4.1 em uma taxa superior a que
comumente ocorre em eritrocitos saudaveis (Mohandas e Gallagher, 2008).

Em razéo do estresse oxidativo acentuado na AF, as membranas eritrocitarias sdo
constantemente afetadas por ERO, as quais podem alterar e destruir os lipidios de
membrana (Biswal et al., 2018) levando a formacédo dos perdxidos lipidicos, como por
exemplo o 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) e o malondialdeido (MDA) (Lazzaretti et al.,
2008). As reacdes peroxidativas tém sido reconhecidas como potenciais fatores na
contribuicdo de processos celulares degenerativos, acarretando danos oxidativos com
alteracdo nas propriedades de membrana, o que ocasiona aumento na rigidez e diminuigédo
da deformidade celular (Lazzaretti et al., 2008). Estudos anteriores demonstraram que,
em comparacdo com eritrocitos normais, os eritrocitos falciformes apresentaram um
aumento consideravel na extensdo enddgena de lipidios oxidados, bem como uma maior
suscetibilidade para peroxidacdo lipidica (Biswal et al., 2018).

Os niveis elevados de MDA na AF indicando peroxidagdo lipidica, sdo bem
reportados na literatura (Hebbel, 1982; Akohoue et al., 2007). O acimulo de dessa
molécula perturba a organizacdo dos fosfolipidios na bicamada da membrana do
eritrocito, o que pode contribuir para a fisiopatologia da AF devido a formacao de células
falciformes irreversiveis (Akohoue et al., 2007). Além disso, a membrana eritrocitéria
falcémica pode sofrer danos devido a formacdo de 4-HNE, o qual é produto final da
peroxidacdo lipidica e considerado um biomarcador do estresse oxidativo, podendo
mediar a inativacdo de antioxidantes, como a tiorredoxina redutase-1 (TrxR-1) e aumentar
a producdo de ERO nas células (Cohen et al., 2013). Estudos tém evidenciado o aumento
desse produto nas células falcémicas, Lagoda e colaboradores (2014) confirmaram niveis
elevados de 4-HNE em ratos com AF, o que pode ser explicado devido a atividade

aumentada de NADPH oxidase e a producéo de O¢- (Lagoda et al., 2014).
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1.2.3 Fontes Oxidativas nos Eritrocitos Falcémicos

O processo de polimerizagdo da Hb S é uma das principais fontes pré-oxidantes
nos eritrécitos falcémicos (Barabino et al., 2010). Uma vez que a Hb S instavel é auto
oxidativa e aumenta a necessidade metabdlica devido a ciclos recorrentes de
polimerizagdes/despolimerizacao, causando assim maior geracdo de ERO (Van Zwieten
etal., 2014). Segundo Hebbel e colaboradores, a Hb S tem uma tendéncia a se auto oxidar
1,7 vezes mais rapido que a Hb A (Hebbel et al., 2004). Dessa forma, estudos tém
evidenciado que os eritrcitos falciformes geram maiores quantidades de Oze-, H.O2, OH
e produtos da oxidacdo lipidica quando comparados com os eritrocitos contendo Hb A
(Aslan, 2000). Além disso, o evento de polimerizacdo/despolimerizacdo pode levar a
mdaltiplas fontes pro-oxidante com consequente estresse oxidativo, dentre elas: a adeséo
das células sanguineas, hemolise, vaso-oclusdo e lesdo de isquemia-reperfusao (Chirico
e Pialoux, 2012).

O H20. pode reagir com a Hb e com a metHb produzindo a Hb ferril
[HbFe(IV)=0] e oxiferrilHb [*HbFe(I\VV)=0], respectivamente (Rifkind et al., 2014). No
entanto, a Hb, ao contrario das peroxidases classicas (por exemplo, citocromo oxidase),
é incapaz de aproveitar seus proprios radicais prejudiciais e, portanto, é classificada como
uma pseudoperoxidase (Alayash, 1999). Em um estudo recente, Kassa e colaboradores
(2015) descobriram que a Hb S exibe uma quimica oxidativa Unica, uma vez que quando
essa Hb recicla o Fe férrico e o ferril na presenca de H>O, ela tende a permanecer por
mais tempo no estado ferril, ao contrario do que ocorre com a Hb A. Essa reducao
ocasiona uma maior concentracdo da forma ferril reativa que ndo apenas oxida
subunidades dentro da proteina Hb, mas também atinge componentes celulares proximos
(Kassa et al., 2015).

Além disso, as fontes oxidativas podem ainda ativar células sanguineas circulantes
e acarretar a liberacdo de microvesiculas de fosfolipidios derivados da membrana
citoplasmatica, denominadas microparticulas (MPs) (Romana et al., 2018). Nas células
falciformes, os repetidos episodios de polimerizacdo/despolimerizacdo induzem a uma
maior liberagcdo de MPs, devido ao desacoplamento entre o esqueleto da membrana e a
bicamada lipidica (Liu, 2016). Sabe-se que em individuos com AF, a liberagdo de MPs,
assim como a falcizagéo do eritrocito sdo eventos chave na hemdlise intravascular (Hierso
et al., 2017). Hierso e colaboradores (2017) realizaram um estudo com pacientes

falciformes monitorados durante crises vaso-oclusivas e revelaram um estresse oxidativo
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exacerbado e o acumulo de MPs (Hierso et al., 2017). Além disso, as MPs possuem
capacidade de promover a coagulacdo, uma vez que a exposi¢do de PS na superficie
resulta em uma carga negativa, o que permite a ligacdo dos fatores de coagulacéo e
geracdo de trombina. Assim, de acordo com essa propriedade pro-coagulante, estudos tém
evidenciado elevados niveis de MPs em condig¢des clinicas, como: incidéncia de trombose

e doenca cardiovascular (Mezzano et al., 2017).

1.2.4 Protecdo Antioxidante nos Eritrdcitos Falcémicos

Devido a constante e exacerbada geracao de espécies pré-oxidantes na AF, ha um
consumo excessivo de antioxidantes e, portanto, um sistema antioxidante deficiente,
caracterizando o estresse oxidativo cronico dessa doenca (Chaves et al., 2008). Dentre 0s
antioxidantes estudados na AF, a atividade de SOD mostra-se aumentada alguns estudos
(Das, 1980), relacionando-a um mecanismo de defesa em resposta ao estresse oxidativo,
enquanto outros evidenciaram a diminuic¢do na atividade da mesma, devido ao consumo
(Schacter, 1988). De maneira semelhante, hd discrepancias entre os resultados da
atividade de CAT na AF, alguns trabalhos evidenciam o aumento (Das, 1980) dessa
enzima como um efeito protetor e outros trazem a diminuicdo na atividade, devido ao
consumo (Dasgupta, 2006). A atividade de GPx, geralmente, também sdo reduzidas com
uma relacédo direta ao aumento da gravidade da doenca (Biswal et al., 2018). De maneira
semelhante, as concentracdes de GSH — cofator para a reducdo do H.O, — séo
significativamente reduzidas em pacientes com AF (Reid, 2001). Alguns estudos
evidenciaram uma diminuigdo de 50% no niveis de GSH nas células falcémicos quando
comparadas as células saudaveis (Tatum, 1996). Nur e colaboradores (2011)
evidenciaram niveis diminuidos de GSH nos individuos com AF, e provaram que essa
diminuicdo é em decorréncia de um maior efluxo de GSSG nas células falcémicos. Uma
vez que, 0s eritrdcitos falcémicos possuem niveis elevados de producdo de ERO e um
sistema antioxidante desfavorecido, o que acarreta na maior producdo de GSSG e esse
aumento impulsiona o seu efluxo, o que impede que este seja reciclado para GSH pela
GR, levando a perda desse tiol nas células (Nur et al., 2011). Isso é especialmente
importante sob condigdes de estresse oxidativo elevado, como crise vaso-oclusiva,

sindrome toracica aguda e hemolise acentuada (Aslan, 2000).
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1.2.5 Metabolismo Energetico e vias associadas dos eritrocitos falcémicos

Além do metabolismo redox, devido a alta producdo de ERO nas células
falcémicas, o metabolismo energético das células falciformes também ¢é alterado (Van
Zwieten et al., 2014; Sun et al., 2017). Sabe-se que quase todas as func¢des da vida dos
eritrocitos sdo propiciadas por energia proveniente da glicélise, além disso, o balanco do
fluxo de glicose entre a glicolise a via das pentoses fosfato é extremamente importante
para os eritrdcitos (Sun et al., 2017). Muitos estudos tém evidenciado uma reprogramacao
metabolica em eritrécitos normais sob condicBes de hipoxia, por meio da ligacdo da
desoxiHb ao dominio da proteina da banda 3 e, consequentemente, o aumento da
disponibilidade de enzimas glicoliticas citosolicas (Rogers et al., 2013). Entretanto, no
eritrécito falcémico, o metabolismo da gliclise e a via das pentoses fosfato é
constantemente alterado, levando ao excesso de producao de 2,3-BPG e a escassez da
GSH (Sun et al., 2017).

A via das pentoses fosfato esta diretamente relacionada a glicélise, uma vez que a
glicose 6-fosfato (G6P) é um intermediério em ambas as vias. Assim, qualquer condigdo
que influencie a atividade glicolitica pode alterar potencialmente o fluxo de glicose
através da via das pentoses fosfato, levando a uma mudanca na quantidade de NADPH
gerada (Lachant et al., 1983). Sob condicdes oxidativas, como no caso da AF, o fluxo de
G6P através do via das pentoses fosfato é acentuado, a fim de garantir niveis adequados
de NADPH necessarios para proteger os eritrocitos das lesdes desencadeadas pelo
oxidante (Castagnola et al., 2010). Estudos recentes tém evidenciado que na AF, a delecdo
da esfingosina cinase-1, principal enzima na via do metabolismo de esfingolipidio, pode
reprogramar o metabolismo da glicdlise, canalizando a glicose para a via das pentoses
fosfato ao invés da glicolise, o que, por sua vez, ocasiona no aumento de NADPH e
diminuicdo de 2,3-BPG, evidenciando o ambiente oxidativo das células falciformes e a
necessidade de protecao antioxidante, promovida por meio do NADPH (Sun et al., 2017).

Devido a condi¢es de hipdxia ou estresse celular, os quais podem ser ocasionados
por ciclos de isquemia/reperfusdo, comuns na AF, o metabolismo nucleotidico dos
eritrocitos falcémicos também pode ser alterado (Barabino et al., 2010). Isso ocorre
devido a duas grandes mudangas em tecidos isquémicos ou privados de Oq:
primeiramente, as condi¢fes isquémicas promovem a conversao da xantina desidrogenase
(XD) a xantina oxidase (XO). Essa conversdo envolve a oxidagéo do grupo sulfidrila ou
protedlise desencadeada pela ativacdo de uma protease citosolica como mecanismo

adaptativo para transporte de célcio em células com falta de energia (Kalyanaraman,
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2013). Outra grande modificacdo nos tecidos isquémicos é a deplecdo de ATP para AMP,
o catabolismo de AMP e, eventualmente, o acimulo de hipoxantina, um substrato de
purina para a enzima XO (Figura 10). A atividade XO converte xantina em hipoxantina
e esta em acido drico (Kalyanaraman, 2013). As condicBes isquémicas também
promovem a liberacdo de metais com atividade redox (por exemplo, Fe) que podem ativar
oxidante mais potente (hidroxila radical através do mecanismo de Fenton) (Odeh, 1991;

Kalyanaraman, 2013).

Figura 10. Mecanismo de isquemia e reperfusdo na formacao de ERO.
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O ATP pode ser catalisado para AMP, este em adenosina, e esta em hipoxantina e acido Urico, 0s
quais podem estar acumulados nos eritrocitos falcémicos (Adaptado de (Kalyanaraman, 2013).

Muitos estudos demonstraram, separadamente, o estado hiperoxidativo das células
falciformes, enquanto outros evidenciaram alteraces no metabolismo redox do eritrocito
(Silva, D. G. H. et al., 2013), mudancas nos niveis de nucleotideos de piridina e
metabolitos de purina (Zerez, 1990), nas atividades das enzimas das vias glicoliticas e da
pentose fosfato, resultando em comprometimento dessas vias (Lachant et al., 1983; Zerez,
1990). No entanto, ao conhecimento dos autores, ndo ha nenhum trabalho abordando as
implicagdes da presenga de Hb S no rompimento da homeostase do metabolismo dos
eritrocitos falcémicos. Sendo, portanto, de extrema relevancia o estudo da integragédo
dessas vias e suas implicacOes, a fim de melhorar a compreensdo do metabolismo do
eritrocito falcémico, favorecendo a descoberta de marcadores oxidativos mais
especificos, bem como de possiveis agentes terapéuticos, como antioxidantes mais

especificos e eficientes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Avaliar biomarcadores do metabolismo redox, glicolitico, via das pentoses
fosfato, via da metHb redutase e metabolismo de nucleotideos, a fim de melhor

compreender como as células falciformes lidam com a ruptura da homeostase metabdlica.

2.2 Objetivos Especificos

o Confirmar o estado hiperoxidativo de células falcémicas;

o Avaliar a influéncia do estado hiperoxidativo de células falcémicas sobre
marcadores metabolismo celular, de hemolise e de leséo oxidativa;

o Investigar possiveis marcadores de lesdo oxidativa mais especificos para AF;

o Buscar novos e promissores antioxidantes para futuras investigacdes como terapia

alternativa.
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3 MATERIAL E METODO
3.1 Casuistica

O projeto contou com uma casuistica total de 20 individuos independente do sexo
e da etnia, dentro da faixa etaria de 19 a 42 anos, provenientes da regido sudeste do Brasil.
A casuistica foi dividida em 10 individuos sem hemoglobinopatias, compondo o grupo
referéncia (REF) — média de idade 26,5 anos — e 10 pessoas com AF (grupo de estudo -
AF) — média de idade: 28,9 anos — as quais estavam em acompanhamento clinico regular
no Hemocentro de S&o José do Rio Preto (SP). Ambos os grupos foram constituidos por
quatro homens e seis mulheres. Todos os individuos foram previamente diagnosticados
no Laboratério de Hemoglobinas e Genética das Doengas Hematoldgicas (LHGDH)
(Anexo A). As amostras de sangue de ambos os grupos foram coletadas apds obtencédo de
assinatura no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo B), conforme
a Resolucdo do Conselho Nacional de Saude (CNS) N° 466/12. O presente projeto foi
registrado sob o n°® 54648616.7.0000.5466 CAAE (Certificado de Apresentacdo para
Apreciacio Etica) e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”, Campus de Sdo José¢ do Rio Preto
(UNESP/IBILCE).

Todos os individuos coletados foram avaliados por meio de questionario, quanto
ao atendimento dos critérios de inclusdo/exclusdo do estudo. Mulheres gravidas, fumantes
e pessoas que tinham ingerido alcool dentro de 24 horas anteriores a coleta das amostras
bioldgicas foram excluidas do estudo. Dentro deste mesmo periodo, os individuos que
estiveram sob uso de medicamentos, tais como &cido acetilsalicilico, antibidticos,
vitaminas ou quelantes de ferro, conhecidos por afetarem os parametros avaliados,
também foram excluidos do estudo. Aqueles pacientes que estavam em crise de dor ou
hemolitica no dia da coleta; e que tiveram acidentes vasculares encefalicos ou que
tivessem recebido transfusdo sanguinea dentro do periodo de 120 dias anteriores a data
da coleta, também foram excluidos do estudo. Histdrico de episddios de crise algicas,
necessidade de internagdo e diagnostico de complica¢des agudas nos Ultimos 12 meses
também foram abordados no questionario (Tabela 1). Essas informacdes foram
confirmadas por meio de consulta aos prontuarios médicos e aos bancos de dados do
hemocentro envolvido; assim como a obtencdo dos dados referentes ao uso de medicagao
especifica e manifestagdes fenotipicas. Toda a consulta aos prontuérios e banco de dados

foi supervisionada pelos clinicos responsaveis pelos respectivos pacientes. Alem disso,
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0s marcadores de acompanhamento clinico desses pacientes, tais como — hemograma
completo, marcadores hemoliticos e de funcdo hepética e renal — foram realizados sob a
responsabilidade de laboratdrios especializados no respectivo hemocentro.

Tabela 1. Caracterizacao do grupo de estudo (AF).

Marcadores Grupo amostral (N=10) VanrAes (_je
referéncia

Idade [anos: X (IC 95%: inferior — superior) 28.9 (19-42) }
Género [N (%)] -
Feminino 6 (60%)
Masculino 4 (40%)
Uso de medicamentos [N (%0)] -
HC+ (dose: 22 mg/ kg/dia) 3 (30%)
HC- 7 (70%)
Marcadores de rotina [+ (95% IC)]
Eritrocitos (k/uL) 2.4 (2.1-2.7) 4,5-5.8
Niveis de Hb F (%) 10.8 (0-22.7) 0-1%
Hemoglobina (g/dL) 8.9 (7.1-11.8) 12-17
Hematdcrito (%) 26.2 (21.6-33.9) 40-55
VCM (FL) 106.1 (87.2-129) 80-100
HCM (PG) 35.1 (28.6-45) 27-31
CHCM (G/DL) 34 (32.8-35.9) 32-36
RDW (%) 17.8 (14.5-22.2) 12-16
Leucdcitos (k/uL) 9721.1 (5400-15600) 4.000-11.000
Linfocitos (k/pL) 35.5(18.4-48.2) 15-46
Mondcitos (k/uL) 5.7 (3.2-8.2) 1-10
Plaquetas (k/pL) 376.6 (196-563) 150-450
Reticuldcitos (%) 8.2 (1.2-14.6) 0.8-2.0
LDH (U/L) 493.6 (342.0-771.0) 1-250
AST (U/L) 35.7 (18-57) 1-40
ALT (U/L) 20 (9-40) 1-41
BT (mg/dL) 3.5(1.4-6.6) 0-1
BD (mg/dL) 1.0 (0.5-3.3) 0-0.2
Bl (mg/dL) 2.8 (0.8-5.6) 0-0.08
Creatinina (mg/dL) 0.57 (0.5-0.9) 0.7-1.2
Ferritina (n/g/mL) 466.2 (88.1-860) 23-336
Sédio (mM) 121.8 (4.7-140) 136-145
Potéssio (mM) 4.8 (4.3-5.3) 3,5-5,1
FA (U/mL) 60.1 (29-78) 40-130

X : média; IC: intervalo de confianca; n: nimero de pessoas com anemia falciforme; HC*: paciente sob
tratamento com hidroxicarbamida; HC": pacientes ndo tratados com hidroxicarbamida.

#Todos os pacientes estavam em uso de acido félico (5 mg/dia).

Hb F: Hemoglobina fetal; VCM: Volume corpuscular médio; HCM: Hemoglobina corpuscular média;
CHCM: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média; LDH: lactato desidrogenase; AST: aspartato
aminotransaminase; ALT: alanina aminotransferase; BT: bilirrubina total; BD: bilirrubina direta; BI:
bilirrubina indireta; FA: fosfatase alcalina.

3.2 Metodologia
3.2.1 Casuistica e preparo de hemolisados
As amostras de sangue total, aproximadamente 8 mL, foram coletadas por puncéo

venosa em tubos contendo EDTA, entre as 7:00h e as 9:00h. Em seguida, foram
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centrifugadas a 3500 g por 15 minutos a 4° C para obtencdo do plasma, o qual foi
aliquotado e armazenado a -80°C para analises bioquimicas posteriores. Enquanto que o0s
eritrocitos foram cuidadosamente lavados trés vezes com solucéo salina tamponada com
fosfato (PBS - NaCl 136 mM, KCI 3 mM, Na;HPO4 / KH2PO4 10 mM, pH 7,4) para
remocao da camada de leucdcitos. Utilizou-se os precipitados para o teste de fragilidade
osmatica e para a preparagdo de hemolisados especificos, que foram aliquotados e
rapidamente armazenados a -80 °C para analises posteriores.

Na preparacdo dos hemolisados ricos em membrana celular foi adicionado uma
fracdo de precipitado de eritrocitos em 20 volumes de agua ultrapura gelada,
posteriormente, essa solucdo foi vigorosamente homogeneizada. Para os hemolisados
livres de membrana, adicionou-se outra fracdo de eritrécitos a 10 volumes de agua
ultrapura gelada, posteriormente, essa mistura foi homogeneizada e centrifugada a 13.000
g por 10 minutos a 4 °C e, finalmente, o sobrenadante (hemolisado isento de membrana
celular) foi cuidadosamente aspirado (Ajdzanovic et al., 2011).

Para medir os niveis de compostos de adenilato e metab6litos, GSH e ERT, o0s
eritrocitos foram submetidos a protocolos de desproteinizacéo, de acordo com (Aragon-
Martinez et al., 2014), (Tietze, 1969) e (Sotgia et al., 2013), respectivamente. O
procedimento para analise de compostos de adenilato e metabdlitos, consistiu na adi¢éo
de 1 mL de cada padrdo a 1 mL de HCIO4 8% gelado, essa mistura foi homogeinizada e
centrifugada a 13000 g por 10 min a 4°C. Posteriormente, o sobrenadante foi transferido
para outro tubo contendo 60 pL de KOH 7M gelado, essa mistura foi novamente
homogeneizada, centrifugada e o sobrenadante foi coletado (Aragon-Martinez et al.,
2014).

O preparo das amostras para a dosagem dos niveis de GSH consistiu da utilizacdo
de dois reagentes: PCA 0,5 M e KPi 0,1M, pH 7,0. Inicialmente, 100 puL de hemolisado
foram adicionados em 400 pL de PCA gelado, essa mistura foi centrifugada a 15000 g
por 5 min a 4°C. Apés a centrifugagdo, 400 uL do sobrenadante foram transferidos para
outro tubo contendo 200 pL de KPi gelado, essa nova mistura foi novamente
homogeneizada, centrifugada, posteriormente filtrada e o sobrenadante foi injetado na
coluna (Tietze, 1969).

Para medir os niveis de ERT, 100 pL de H>O foram adicionadas em 100 pL de
hemolisado, essa mistura foi vigorosamente homogeneizada no vortex, em seguida 400

puL de ACN foram adicionados a mistura e esta foi novamente homogeneizada por 5 min.
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Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 17000 g por 10 min a 4°C e 2 uL do
sobrenadante foi injetado na coluna (Sotgia et al., 2013).

Além disso, os eritrocitos foram separadamente lisados pela adicdo de uma
solucéo estabilizadora (Tris-HCI, pH 7,5; com 1 mM EDTA e 10 mM DTT) ou tampé&o
fornecido pelo kit do fabricante, seguido por ciclos repetidos de congelamento e
descongelamento e posterior centrifugacdo a 13.000 g durante 20 min a 4°C, para
atividade de MetHb redutase (Kedar et al., 2017), e quantificagdo de NADPH,
respectivamente. Posteriormente, os hemolisados para analise de NADPH ainda foram
desproteinizados, antes da utilizacdo no ensaio, por filtracéo através do10 kDal Molecular
Weight Cut-Off (MWCO) Spin Filter.

Os hemolisados para andlises de AChE, LDH e capacidade antioxidante total
(TAC) foram preparados de acordo com os protocolos do fabricante. Para a andlise de
imunomarcacao da Prx2, 10 uL de eritrdcitos precipitados foram ressuspensos em 1 mL
de PBS contendo 100 mM de N-etilmaleimida (NEM). Ap6s 20 min de incubacdo a
temperatura ambiente e no escuro, as células foram sedimentadas e lisadas em 100 ul de
tampdo de lise ndo redutor (65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8, 10,5% glicerol, 2,1% SDS, Azul
de bromofenol a 0,053%) contendo 100 mM de NEM (Low et al., 2007).

A extracdo lipidica foi realizada de acordo com o método éter metil-terc-butilico
(MTBE) descrito por Matyash et al. (2008) (Matyash et al., 2008) no plasma, apds a
adicdo de padr@es internos (Griffiths et al., 2016), estigmasterol e aldeido derivado de
sitosterol (Sito-Ald), para aumentar a precisdo da quantificagdo de colesterol e 3f-

hidroxi-5B-hidroxi-B-norcolestano-6-carboxaldeido (ChAld), respectivamente.

3.2.2 Marcadores de hemolise e de integridade de membrana

A fragilidade osmética de eritrécitos foi testada segundo (Ansari et al., 2015). De
forma resumida, uma aliquota com 50 pL de precipitado celular foi lavada trés vezes e
ressuspensa em PBS (136 mM NaCl, 3 mM KCI, 10 mM Na;HPO4/KH2POg4, pH 7,4).
Posteriormente, 50 uL desta suspensao celular foi adicionada a diferentes tubos contendo
5 mL de solugéo de NaCl variando de 0,2 a 0,7% e incubados por 30 minutos a 37°C.
Outra aliquota da suspensdo foi incubada por duas horas a 37°C em 5 mL de tampéo de
fosfato de sddio a 5 mM, pH 7,4, a qual representou o padrdo 100% de hemdlise (Ansari
et al., 2015). Apds cada periodo de incubacdo, as amostras foram centrifugadas por 10

minutos a 850 g e 4°C e a absorbancia dos sobrenadantes foi registrada a 540 nm.



47

Como marcador indireto de hemolise, comumente quantificado durante o
acompanhamento procedimento clinico dos pacientes, foram realizados ensaios da
atividade plasmatica da LDH, a atividade dessa enzima foi determinada por meio da
reducdo do NAD em NADH, sendo este, especificamente, detectado por método
colorimétrico a 450 nm. A quantificacdo de LDH foi calculada e expressa em U/L de
plasma (MAKO66, Sigma-Aldrich). Como marcador especifico da hemdlise, os niveis
plasmaticos de Hb foram quantificados (MAK115, Sigma-Aldrich), de acordo com o
protocolo do fabricante, o qual se baseou no método Triton/NaOH e a Hb foi convertida
aum produto colorimétrico medido a 400 nm. Os calculos para determinar a concentracdo
de Hb e os valores utilizados foram expressos em puM de plasma.

Como marcador de dano de membrana, avaliamos a atividade da enzima AChE
(MAK119, Sigma-Aldrich) de acordo com o protocolo do fabricante, o qual é uma versao
otimizada do método de Ellman no qual a tiocolina, produzida pela AChE, reage com 5,5
¢ -ditiobis (acido 2-nitrobenzdico) para formar um produto colorimétrico a 412 nm,
proporcional a atividade da AChE. Os célculos para determinar a concentracdo dessa

enzima e os valores utilizados foram expressos em U/mL de plasma.

3.2.3 Antioxidantes

As atividades enzimaticas de CAT (Beutler, 1975), GPx (Sies H, 1979), GR
(Beutler, 1969) e TrxR (CS0170, Sigma-Aldrich), bem como a TAC (MAKO75, Sigma-
Aldrich) foram determinadas espectrofotometricamente. Brevemente, a atividade da CAT
foi quantificada por meio da velocidade de decomposicao do H.O> pela enzima, o que foi
observado pelo decréscimo de absorbancia em 240 nm (Beutler, 1975). A atividade da
GPx foi determinada por meio detoxificacdo do hidroperéxido de terc-butilo (tBOOH) e
consequente oxidacdo da GSH, acoplada a sua regeneracdo pela GR e consequente
consumo de NADPH, fornecidos no meio de reacdo. Assim, a atividade da GPx foi
avaliada, indiretamente, pelo decréscimo da absorbancia a 340 nm promovido pela
degradacdo de NADPH (Sies H, 1979). A atividade da GR também foi avaliada de acordo
com o consumo de NADPH oriundo da conversdo de GSSG para sua forma reduzida,
acompanhado em 340 nm (Beutler, 1969). As atividades das enzimas supramencionadas
foram calculadas e expressas em U/mL de hemolisado. A quantificacdo de TrxR foi
determinada por um método colorimetrico baseado na reducdo do acido 5-5’ditiobis (2-
nitrobenzoico) (DTNB) com NADPH para 5-tio-2-nitrobenzoico (TNB), que produz uma
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forte coloracdo amarela medida a 421 nm. A quantificacdo dessa enzima foi calculada e
expressa em U/L de hemolisado (CS0170, Sigma-Aldrich).

Para os antioxidantes ndo enzimaticos foram adotadas técnicas cromatograficas.
Os niveis de GSH foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a um detector eletroquimico coulométrico (HPLC-ECD) ajustado com potencial de 650
mV (Rodriguez-Ariza et al., 1994). Enquanto que, os niveis de ERT foram medidos
usando cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a um detector de conjunto de
fotodiodo (UHPLC-PDA) a 262 nm, de acordo com Tang et al. (2018) com modificacdes
(Tang, Richard Ming Yi et al., 2018). Resumidamente, as amostras foram injetadas numa
coluna Kinetex-HILIC (100 x 2,1 mm, 2,6 um) (Phenomenex, CA, EUA) mantida a 30°C.
O solvente A foi a acetonitrila em &cido férmico a 0,1% e o solvente B foi o acido férmico
a 0,1% em agua ultrapura. A cromatografia foi realizada com fluxo de 0,5 ml/min, de
acordo com o seguinte gradiente: 2 min de 30% de solvente B, seguindo-se um aumento
de gradiente de 1 min do solvente B até 90% e mantido durante 4 min. Em seguida,
reducdo do solvente B novamente para 30% em 1 min e foi mantido durante 7 min para
reequilibrar a coluna. O tempo total de execucdo foi de 15 min com um tempo de retencao
de 1,2 min para ERT.

Para a analise de imunomarcacao, as fracdes proteicas (~75 ug) foram separadas
por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE) ndo redutor e
transferidas para uma membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF). O bloqueio foi
realizado overninght a 4°C em 5% (p/v) de leite desnatado em solucdo salina tamponada
com Tris (TBS) / Tween 20 a 0,1%. A incubagdo com anticorpo para Prx2 (1: 5.000) foi
realizada durante 1 hora a temperatura ambiente em 5% (p / v) de leite desnatado em TBS
/ 0,1% de Tween 20. Utilizou-se anticorpo para B-actina (1: 25.000) como controle
enddgeno, incubou-se durante 1 hora a temperatura ambiente em TBS / 0,1% Tween 20.
As bandas foram detectadas com peroxidase de horseradish usando reagentes de
quimiluminescéncia e visualizadas com o sistema de documentacdo ImageQuant LAS
4000 Minigel (GE Healthcare, IL, EUA). A analise densitométrica das intensidades das
bandas foi realizada utilizando-se o software ImageJ versdo 1.51j8 (National Institutes of
Health, EUA). A membrana de imunomarcagdo foi representativa dos experimentos

realizados com eritrdcitos de seis individuos do grupo REF e cinco do grupo AF.
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3.2.4 Enzimas e subprodutos metabdlicos e quantificagéo de proteinas

As atividades de hexoquinase (HXK) (MAKO091, Sigma-Aldrich), MetHb
redutase (Kedar et al., 2017), G6PDH (Beutler, 1994) , LDH (MAKO066, Sigma-Aldrich)
e NADPH foram determinadas por analise espectrofotométrica. Os niveis de proteina
foram medidos pelo método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando albumina de soro
bovino (BSA) como padrdo. A quantificagdo da HXK foi obtida por um conjunto de
reacOes enzimaticas determinadas pelo fabricante. Inicialmente, a glicose foi convertida
a G6P por acdo da HXK, a qual foi oxidada por GGPDH para formar NADH. Esse NADH
resultante foi detectado por método colorimétrico a 450 nm, produto proporcional a
atividade da HXK presente. Para a dosagem da atividade de metHb redutase foi preparado
dois reagentes, o 1 (TRIS-HCI 1M, pH 7,5; NADH 2mM e H;O up) e o reagente 2
(K3F(CN)s e hemolisado). Inicialmente, 178 pL do reagente 1 foram incubados por 10
min a 37°C. Posteriormente, 20 puL do reagente 2 (K3F(CN)s e hemolisado) foram
adicionados junto ao reagente 1 ja incubado e o consumo de NADH foi monitorado a 340
nm por 10 min. A atividade da G6PDH foi determinada por meio de reagdo contendo
NADP e G6P, que atuou para a formacdo de NADPH ocasionando um acréscimo na
absorbancia em 340 nm. Finalmente, a atividade da enzima LDH foi determinada de
maneira semelhante a mencionada anteriormente para o plasma, sendo a quantificagcdo
desta em hemolisado. A quantificagdo da HXK, MetHb redutase, G6PDH e LDH foram
calculadas e expressas em U/mL de hemolisado.

Os compostos de adenilato e metabdlitos foram determinados utilizando UHPLC-
PDA monitorizado a 260 nm, de acordo com Yu et al. (2018) com modificagdes (Yu et
al., 2018). As separac¢des cromatograficas foram realizadas com fluxo de 0,5 mL/min em
uma coluna Kinetex XB-C18 (100 x 2,1 mm, 2,6) (Phenomenex, CA, EUA) mantida a
25°. A fase movel A consistiu em 50 mM de KH2POg4, pH 6,8 e a fase B foi 100% de
metanol. O esquema de elui¢do de gradiente continuo foi, aos 0, 14.5, 15.5, 17.5, 21.5,
23 e 30 minutos, respectivamente, 0.5%, 0.5%, 20%, 20%, 10%, 0.5% e 0.5% da fase
movel B. Os comprimentos de onda de absor¢cdo maxima (Amax) foram 290 nm (acido
arico), 260 nm (ATP, ADP e AMP) e 248 nm (hipoxantina).

3.2.5 Marcadores de leséo oxidativa
Os niveis plasmaticos de hemina (MAKO036, Sigma-Aldrich) foram quantificados

de acordo com o protocolo do fabricante, no qual diferentes reacfes enzimaticas
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resultaram em um produto colorimétrico medido a 570 nm e os resultados foram
expressos em nM de hemina plasmatica. A hemina é uma forma oxidada de heme que
catalisa a formacédo de ERO, induz dano celular e amplifica respostas inflamatorias. Além
disso, a principal fonte de hemina é o processo hemolitico. Como lesdo oxidativa
especifica, foram medidos os niveis plasmaticos do CSec e o produto de sua reagédo
aldolica: ChAld, subprodutos da oxidacdo do colesterol (Ch) promovidos pelas ERO.
Entretanto, os niveis de CSec ficaram abaixo do limite inferior de deteccdo do método.
Dessa forma, os resultados foram apresentados somente como a relagcdo ChAld /Ch.
Para a andlise de ChAIld/Ch, a separa¢do cromatogréafica foi realizada a um fluxo
de 1 mL/min em uma coluna Kinetex C18 (50 x 6 mm, 2,6 um) (Phenomenex, CA, EUA)
mantida a 30° C, para ambos os marcadores (Ch e ChAld). A concentracdo de Ch foi
determinada por HPLC-UV, de acordo com (Dantas et al., 2018), enquanto que para o
ChAIld usamos HPLC-FD como descrito por (Mansano et al., 2010). A Figura 11

sumariza os procedimentos experimentais realizados.
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Figura 11. Fluxograma das analises bioquimicas do presente estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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3.3 Analises Estatisticas
Inicialmente, foi realizada uma anéalise multivariada baseada em um método de

agrupamento/classificagdo — Andlise discriminante por minimos quadrados parciais

(PLS-DA), usando o software MetaboAnalyst 3.0 (http://www.metaboanalyst.ca) (Xia et
al., 2009). As analises univariadas foram realizadas por meio do software Statistica 9.0
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, USA), enquanto que os graficos foram feitos no software
GraphPad Prisma versédo 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. Assim, alguns dados foram transformados por logi, quando
necessario. Para comparagdo entre os grupos, foram adotados os General Linear Models
(GLM), abordagem que possibilita a analise de modelos com combinagfes de variaveis
categoricas e continuas, com multiplos fatores preditivos. Assim, estabelecemos os
grupos (REF e AF) como preditores com ajuste para sexo, uso de HC e idade, e os
pardmetros bioquimicos avaliados como varidveis dependentes (Quinn Gp, 2002)

Para avaliar o grau de associacdo individual entre os parametros bioquimicos
foram utilizadas as correlacGes de Pearson, para dados paramétricos. Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo e P < 0,05 foi considerado como estatisticamente
significativo (Quinn Gp, 2002; Mc Donald, 2014).


http://www.metaboanalyst.ca/
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4 RESULTADOS

4,1  Separacao metabolica de células falciformes e normais

Foi investigado, por meio de andlise estatistica multivariada, se seria possivel
distinguir as células falciformes das normais, por meio do conjunto de biomarcadores do
metabolismo celular analisados. De fato, observamos uma clara separacdo dos grupos
analisados, apesar de uma pequena sobreposi¢do das variancias, indicada pelas areas
elipticas sombreadas no gréfico PLS-DA (Figura 12-A), devido & maior dispersdo de
dados entre os pacientes com AF. Além disso, a andlise identificou as quinze
caracteristicas mais importantes classificadas com base na projecdo de variaveis
importantes (VIP) (Figura 12-B), as quais contribuiram para a separacdo dos grupos

estudados, reforcando as observacgdes univariadas a seguir.

Figura 12. Separacdo metabolica de eritrocitos falciformes e normais.

Scores Plot 3
F#&

\iﬁ;‘ cAT o HE
Hemina livre [ | |
[ | ]
[ |
| ]
[ 1] I
| |
| |
| |
]| I
L]
]|
]|
| ]
[ | ]

1500
I

LDH livre

1000
L
e]

LDH intra

Oxisterois

500

TAN
Q UA
o o Intra TAC

mponent 2 (0.9 %)

P
0
L

(o]

° ATP

c
(o]
(]

o] Hemina plasma

o HXK

-500
1

Low
Hb livie

Ergo

41 Plasma TAC

+1000

ADP

T T T T T
-15000 -10000 -5000 0 5000 10000

Component 1 ( 97.9 %)

o
=
N
w
IS
4]

VIP scores

(A) Score plot de PLS-DA dos dois componentes principais. areas elipticas sombreadas indicam as regies
com 95% de confianca. (B) Caracteristicas mais importantes classificadas pelo VIP Score. O mini heatmap
a direita representa as variages de concentra¢fes dentro dos grupos. Fonte: Metaboanalyst.

4.2  Grau de hemolise e enzima da membrana eritrocitaria

Os parametros hemoliticos foram comparados, bem como a atividade da AChE
entre individuos com AF e REF. Analises das curvas de fragilidade osmdtica dos
eritrocitos na concentracdo de NaCl, variando de 2 a 7 g/ L, indicaram uma diminui¢do
significativa no grau de hemdlise na concentracdo de 4 g/L no grupo de estudo, o que
evidenciou a tipica resisténcia globular osmotica das células falciformes (Figura 13-A).

Além disso, os niveis de Hb livre foram cerca de oito vezes maiores nos individuos com
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AF (Figura 13-B). Da mesma forma, a atividade da LDH plasmatica foi cerca de dez
vezes maior no grupo de estudo (Figura 13-C); confirmando o estado hemolitico
caracteristico na AF. Em relacdo a atividade da AChE, foi encontrado um aumento de
cerca de duas vezes nos individuos com AF, evidenciando o comprometimento da
membrana eritrocitaria (Figural3-D).

Figura 13. Resisténcia osmdtica, marcadores de hemolise e enzima de membrana
eritrocitaria alterada em AF
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A) lise osmética induzida por NaCl, mostrando diminuicdo do grau de hemdlise a 4 g/L para as células
falciformes (*P = 0,03). Niveis mais elevados de marcadores de hemolise direta (B) e indireta (C) em
pacientes com AF. Da mesma forma, a enzima de membrana eritrocitaria (D) avaliada foi aumentada na
AF.

E50: metade da concentragdo efetiva maxima; Hb: hemoglobina; LDH: lactato desidrogenase; AChE:

acetilcolinesterase. Foram plotados os valores de média * erro padrdo. General Linear Models (GLM).
Fonte: elaborado pelo autor
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4.3 Marcadores de estresse oxidativo

Com relagdo aos niveis de ChAld, foi encontrado um aumento de cerca de duas
vezes nos individuos com AF (Figura 14-A). Da mesma forma, nos niveis de hemina
plasmatica, foi encontrado um aumento nos individuos com AF (Figura 14-B)
evidenciando a condicdo oxidativa crbnica nesse grupo. Embora ndo tenha sido
encontrado diferenca estatisticamente significativa nos niveis de TAC no plasma, foi

observado um comportamento de consumo de TAC plasmatico no grupo AF (Figura 14-
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C). Ainda em relacdo aos parametros antioxidantes avaliados, foram medidas as
atividades de CAT, GPx, GR, GSH, Prx2 e TrxR, e os niveis de ERT e TAC nas hemécias.
Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas para CAT, GPx, Prx2, GSH
e ERT, as quais foram diminuidas na AF. Mais uma vez, apesar da falta de diferencas
estatisticamente significativas, foi possivel observar o0 mesmo padrdo decrescente nos
outros antioxidantes, sugerindo sua deplecdo pelos conhecidos altos niveis de ERO nas
células falciformes (Figura 15). A Prx 2 reduzida foi diminuida em pacientes com AF e a
forma oxidada foi aumentada em individuos com AF (Figura 16).

Figura 14. Marcadores de estresse oxidativo no plasma

A) B)
300 P < 0,01 2000 o <005
_ :
S 15004
S 2004 %
¢ o
§ % 1000
ey
O 1004 £
500
T
0 T 0 T
REF REF
© 500
P =0,576
4004
2
= 3004
et
=
= 2001
s
100

T
REF AF

A) Niveis mais altos de ChAld em pacientes com AF. B) maiores niveis de hemina livre em pacientes com
AF. C) Padrédo sugestivo de consumo da capacidade antioxidante total (TAC) em individuos com AF.
Foram plotados os valores de média * erro padrdo. General Linear Models (GLM).

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 15. Padrdo de consumo de antioxidantes falciformes
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Diminuicdo de catalase (A), glutationa peroxidase (B), ergotioneina (E) e GSH (G) e comportamento
diminuido, mas sem diferenca estatistica, para glutationa redutase (C) tioredoxina redutase (D) e capacidade
antioxidante total (F) nas células falciformes.

Foram plotados os valores de média + erro padréo. General Linear Models (GLM).

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 16. Estado redox de Prx2 nos eritrocitos
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As células foram pré-incubadas com NEM 100 mM durante 20 minutos, depois lisadas em tampédo de
amostra de SDS néo redutor na presenca de NEM 100 mM. As amostras foram entdo submetidas a
imonumarcacgdo para a presen¢a de Prx 2. As analises quantitativas foram realizadas por densitometria
utilizando o software ImageJ.

*: Indica baixo nimero amostral (N=2), o que impossibilitou a analise estatistica.

Grupo controle (N=6); individuos com AF (N=5)

Os resultados sdo apresentados como média + erro padrao.

Fonte: elaborado pelo autor.

4.4 Enzimas e subprodutos metabolicos

A influéncia da presenca de Hb S sobre enzimas metabdlicas e subprodutos de
eritrocitos também foi investigada. Em relacédo a glicdlise, foram avaliadas as atividades
da HXK e da LDH. Diante disso, foi encontrado um aumento de 50% de LDH nas células
falciformes (Figura 17-B) e esse mesmo comportamento de “up-regulation” paraa HXK,
mas sem diferenca estatistica (Figura 17-A). Na via das pentoses fosfato, foram
encontrados resultados interessantes para atividade da G6PDH (Figura 17-C) e niveis de
NADPH (Figura 17-D), ambos os marcadores foram aumentados nos grupos AF.
Também foi avaliado a atividade da MetHb redutase, a qual mostrou maior atividade nos
individuos com AF (Figura 17-E).

Em relacdo ao metabolismo de nucleotideos, foi encontrado um aumento

significativo no nivel de ATP em pacientes com AF quando comparado a individuos
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saudaveis (Figura 18-A). Da mesma forma, niveis mais elevados de hipoxantina nas
células falciformes (Figura 18-D). Por outro lado, os conteidos de ADP (Figura 18-B),
AMP (Figura 18-C) e &cido Urico (Figura 18-E) ndo mostraram alteracao entre 0s grupos
estudados. Finalmente, as razdes de nucleotideos de adenina, niveis de nucleotideos totais
de adenina (TAN): [ATP] + [ADP] + [AMP]) e carga energética adenina (AEC): ([ATP]
+ 0.5 [ADP]) / ([ATP] + [ADP] + [AMP]) também foram verificadas (Figura 19). Entre
esses marcadores, foi encontrado diferenca apenas no TAN, que aumentou nos individuos
com AF (Figura 18-C).

Figura 17. Padrdo aumentado de marcadores metabolicos em pacientes com AF
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G6PDH (C), nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-NADPH (D) e metHb redutase (E) em células
falciformes.

Foram plotados os valores de média * erro padrdo. General Linear Models (GLM).

Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 18. Niveis de nucleotideos e metabdlitos de adenina
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Diferencas significativas apenas para niveis de adenosina trifosfato (A) e hipoxantina (D) mais altos no
grupo AF. Outros marcadores ndo mostraram influéncia da presenca de Hb S: adenosina difosfato (B),
adenosina monofosfato (C) acido urico (E).

Foram plotados os valores de média + erro padrdo. General Linear Models (GLM).

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 19. Relag6es entre os nucleotideos da adenina nos grupos
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A)Relagdo ATP/ADP e B) relacdo ATP / AMP ndo apresentaram diferenga estatistica. C) os nucleotideos
totais de adenina ([ATP] + [ADP] + [AMP]) foram aumentados no grupo AF. D) nenhuma influéncia na
carga energética de adenina ([ATP] + 0,5 [ADP]) / ([ATP] + [ADP] + [AMP]). Foram plotados os valores
de média + erro padrdo. General Linear Models (GLM).

Fonte: elaborado pelo autor.

4.5 Principais associacfes de biomarcadores relacionadas a homeostase
metabolica

As analises de grau de associacdo forneceram a correlagdes entre antioxidantes,
marcadores de hemolise e produtos de oxidacgdo. O efeito protetor dos antioxidantes nos
produtos de hemolise e oxidacao foi encontrado, uma vez maiores valores de CAT (Figura
20-A), GPx (Figura 20-C), GSH (Figura 20-D) e Prx2 (Figura 20-F) associaram-se com
0s menores niveis de marcadores de hemolise. Além disso, foram encontardas outras
correlagdes negativas entre a GPx (Figura 21-A); CAT (Figura 21-B), ERT (Figura 21-
C); GSH (Figura 21-D) e Prx 2 (Figura 21-E) com hemina livre. Ainda, foi observado
uma correlacédo negativa entre GSH e ChAld (Figura 21-F).

A interdependéncia de vias metabolicas e subprodutos também foi avaliada.
Diante disso, foram encontradas associagdes positivas entre a atividade da G6PDH e o
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NADPH (Figura 22-A); G6PDH e MetHb redutase (Figura 22-B) e MetHb redutase e
NADPH (Figura 22-C), estes resultados refletem, provavelmente, uma resposta
adaptativa ao estresse oxidativo e auto oxidagao de Hb. Foram encontradas ainda, outras
associacfes, como a correlacdo negativa entre MetHb redutase e ERT (Figura 23-A);
entre hipoxantina e ERT (Figura 23-B) e positiva entre GPx e ERT (Figura 23-C).
Finalmente, foram evidenciadas associac¢des positivas entre ChAld e NADPH (Figura 24-
A) ChAId e G6PDH (Figura 24-B) e ChAld e LDH plasmatica (Figura 24-C).

Figura 20. Efeitos da protecdo antioxidante contra hemolise
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Correlag@es negativas entre antioxidantes e marcadores de hemolise, tais como (A) catalase e Hb livre; (B)
catalase e LDH plasmatico (C) GPx e Hb livre; (D) GSH e Hb livre; (E) GSH e LDH plasmatico e (F) Prx
2 reduzida e Hb livre.

r: coeficiente de correlagdo obtido da analise de Person.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 21. Efeitos da protecdo antioxidante contra o produto de oxidacao
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CorrelagBes negativas entre antioxidantes e produtos de oxidacéo, tais como: (A) GPx e hemina livre; (B)
catalase e hemina livre; (C) ergotioneina e hemina livre; (D) GSH e hemina livre; (E) Prx 2 reduzida e
hemina livre e (F) GSH e Ch-Ald.

r: coeficiente de correlacdo obtido da analise de Person.

Fonte: elaborado pelo autor.



64

Figura 22. Interdependéncia do metabolismo dos eritrocitos
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G6PDH mostrou uma correlacdo positiva com NADPH (A) e com MetHb redutase (B). Além disso, foi
evidenciada uma correlacéo positiva entre MetHb r: coeficiente de correlagéo obtido da anélise de Person.
Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 23. Interdependéncia de antioxidantes e metabdlito de nucleotideos
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apresentaram correlacdo positiva (C). r: coeficiente de correlacdo obtido da andlise de Person. Fonte:
elaborado pelo autor.
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Figura 24. Interdependéncia do ChAld, metabolismo dos eritrocitos e marcador de
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O Ch-Ald correlacionou-se positivamente com NADPH (A), G6PDH (B) e LDH livre (C).
r: coeficiente de correlacdo obtido da analise de Person.
Fonte: elaborado pelo autor.
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5 DISCUSSAO

O estado hiperoxidativo dos eritrocitos falciformes é bem conhecido na literatura
(Silva, D. G. et al., 2013; Silva et al., 2016; Alayash, 2017), desencadeado pela
polimerizacdo da Hb S (ocorréncia fisiopatoldgica essencial na AF) (Vekilov, 2007) e
potencializado pela auto oxidacéo instavel da Hb S (Hebbel et al., 1988), o0 que culmina
em perturbagdes graves do metabolismo redox dos eritrdcitos (Silva, D. G. et al., 2013).
A via do metabolismo redox esta intimamente relacionada com a via das pentoses fosfato,
0 Unico meio pelo qual os eritrécitos podem reciclar o NADPH (Messana et al., 1996),
assim também estd interconectada com a glicolise, a via da MetHb redutase, o
metabolismo de nucleotideos e outros (Nemkov et al., 2016). Neste contexto, muitos
estudos investigaram individualmente enzimas e/ou metabdlitos de tais vias, mostrando
atividades mais elevadas de enzimas glicoliticas e via das pentoses fosfato, bem como
niveis aumentados de 2,3-BFG (Lachant et al., 1983; Lachant et al., 1989) e conteido
anormal de nucleotideos de piridina (Zerez et al., 1988); e, recentemente, alteracdes nos
niveis de metabdlitos dos nucleotideos na AF (Castilhos et al., 2017b). No entanto,
segundo o conhecimento dos autores, evidéncias de adaptacdes metabdlicas de eritrocitos
devido a presenca da Hb S, levando em consideracdo uma andlise integrada das vias
metabolicas mencionadas, ndo foram relatadas na literatura até o0 momento.

Os resultados de fragilidade osmotica encontrados estdo de acordo com a
literatura, uma vez que confirmaram a tipica resisténcia osmdtica dos eritrocitos
falciformes (Rogers et al., 2013; Parrow et al., 2017). Isso ocorre, principalmente, devido
a polimerizacdo da Hb S associada a disfuncdo dos canais idnicos da membrana, incluindo
o cotransportador K-CI, que resulta na perda de K* intracelular, retracdo de eritrocitos,
aumento da rigidez e desidratacdo celular (Kuypers, 2007; Biswal et al., 2018). Os
polimeros e a oxidacdo de Hb S também afetam proteinas de membrana que possuem
funcdes estruturais, especialmente, a proteina transportadora da banda 3 (Kato et al.,
2018). Nos eritrdcitos, a proteina da banda 3 medeia a translocacdo do ON (Carvalho et
al., 2008) e seus efeitos estdo fortemente relacionados aos estados intracelulares de
fosforilagdo/desfosforilacdo (Bordin et al., 1995). A associagdo entre as proteinas banda
3 e Gi com as subunidades Gial/2 e GB ocorrem e um envolvimento de AChE em uma
ligacdo conformacional entre as proteinas Gi e banda 3 tem sido proposto, associado a
atividade da AChE dependendo do status de fosforilacdo da banda 3 (Carvalho et al.,
2009).
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Os eritrdcitos s@o o0s elementos sanguineos com maior expressao da enzima ligada
a membrana — AChE, a qual hidrolisa a ACh (Wright e Plummer, 1973). Além disso,
muitos estudos atribuiram & ACh um papel significativo em varios eventos eritrocitarios,
tais como propriedades hemorreoldgicas e de transporte de oxigénio, metabolismo do ON
e mobilizacdo de metabolitos derivados do ON, além de mudancas relevantes nos ions do
plasma e no pH (Mesquita et al., 2001; Santos et al., 2003; Carvalho et al., 2004; Saldanha
et al., 2007). No entanto, pouco se sabe sobre a AChE dos eritrocitos, além de sua
influéncia na limitacdo da bioatividade da ACh. Assim, juntando os resultados
encontrados no presente estudo (aumento da atividade da AChE nas células falciformes)
que sdo consistentes com achados anteriores (Eluwa, 1990), e as propriedades da ACh ja
mencionadas, supde-se que a AChE possa influenciar as vias de transducgéo de sinal que
regulam o metabolismo do ON e a polimerizacdo da HbS , sendo vélidas mais
investigacOes a seu respeito.

A forma anormal da célula falciforme torna as células propensas a hemolise,
levando a liberacdo de Hb livre (marcador direto de hemolise) e LDH plasmatica
(marcador indireto de hemolise) na circulacdo (Gladwin et al., 2012; Soares e Bozza,
2016; Kucukal et al., 2018). Um aspecto importante da hemdlise associada as crises de
falcizacdo é que grandes quantidades de liberacdo de Hb na circulagdo podem contribuir
para as complicacBes de lesdo e inflamagdo dos vasos sanguineos (Alayash, 2018).
Assim, os marcadores hemoliticos aumentados na AF nesse trabalho, confirmaram o
estado hemolitico esperado dos pacientes com essa doenca, uma vez que as células
falciformes sdo altamente instaveis, apresentando um tempo de vida bastante reduzido
(Alayash, 2018). A esse respeito, as analises de grau de associacdo entre marcadores
antioxidantes e hemoliticos do presente estudo, mostraram que a capacidade antioxidante
diminuida das células falciformes contribui significativamente para a hemdlise, como
recentemente sugerido por Kato et al. (2018) (Kato et al., 2018). Além disso, os resultados
encontrados mostraram, estatisticamente significante ou ndo, um padréo geral diminuido
dos marcadores antioxidantes avaliados no grupo AF, refletindo seu consumo devido ao
estresse oxidativo cronico e acentuado desta doenca (Chirico e Pialoux, 2012).

Walter e colaboradores (2006) demonstraram que a diminuicdo da capacidade
antioxidante é uma importante causa de lesdo tecidual na AF (Walter, 2006),
corroborando com os resultados aumentados de ChAld nos pacientes com AF (Kucuk,
1992). Estudos anteriores demonstraram que, comparados aos eritrécitos contendo HbA,

os eritrocitos falciformes mostraram um aumento de lipidios oxidados (Shohet, 1984) que
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pode induzir alterages na conformacédo da membrana celular, levando a hemdlise (Farag
e Alagawany, 2018). Esse processo hemolitico pode explicar a correlagdo positiva entre
LDH e ChAId obtida no presente estudo. Alem disso, os oxiesterdis tém a capacidade de
alterar vias metabolicas, induzir a modificacdo de proteinas e aumentar a concentragdo
intracelular de ERO (Kulig et al., 2016). Assim, as correlacdes positivas com NADPH e
G6PDH podem refletir uma resposta adaptativa da célula, uma vez que o NADPH e a
G6PDH atuam na protecdo dos eritrocitos das lesdes desencadeadas pelo processo de
oxidacéo.

A inflamacdo crénica é um componente-chave da fisiopatologia da AF devido ao
processo de polimerizacdo da Hb S que pode desencadear uma cascata de interacGes
celulares mediadas por proteinas inflamatdrias (citocinas) (Hoppe, 2014). As citocinas
pré-inflamatorias sdo produzidas predominantemente por macrofagos ativados, como
interleucinas (IL) -1pB, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Ashley-Koch
et al., 2008). Estudos ja demonstraram niveis elevados de IL-8 e TNF-a no plasma de
pacientes com AF, contribuindo para o agravamento da fisiopatologia da doenca (Lanaro
et al., 2009). No entanto, estudos recentes revelaram que os oxiesterdis, como o ChAld,
podem atuar como estimulantes das rea¢des inflamatdrias, induzindo tanto a expressao
quanto a sintese de citocinas inflamatdrias, como TNF-a, IL-1p e IL-6, IL-8 e moléculas
de adesdo, incluindo molécula de adesao intercelular-1 (ICAM-1), molécula de adeséo
celular vascular-1 (VCAM-1) e E-selectina (Vejux e Lizard, 2009). Assim, sugere-se que
o aumento de ChAIld na AF possa contribuir significantemente para 0 processo
inflamatorio nessa doenca.

Ainda com relacdo aos marcadores de oxidagao, foram encontrados maiores niveis
de hemina livre nos individuos com AF do que grupo REF. Esse resultado pode ser
explicado, uma vez que cerca de 75-80% do Fe biodisponivel em mamiferos estdo
contidos dentro dos grupos heme prostéticos de hemeproteinas (Gozzelino e Soares,
2014). O heme é uma molécula hidrofébica de baixo peso molecular que pode ser
absorvida pelas membranas celulares, proteinas plasmaticas e lipidios. Da mesma
maneira que o sistema de Haptoglobina-Hb, a hemopexina plasmatica (Hpx) sequestra
heme em uma forma inerte, ndo-tdxica e o transporta para o figado, a fim de ser
catabolizado e excretado, prevenindo os efeitos pro-oxidantes e pré-inflamatorios dessa
molécula (Kato, 2009; Schaer et al., 2014). No entanto, os eventos fisiopatoldgicos da
AF sobrecarregam a capacidade de eliminacdo enddgena da Hpx plasmética (Gouveia et

al., 2017), possibilitando efeitos deletérios adicionais de heme, como pré-oxidantes
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(Figueiredo et al., 2007), pro-inflamatdrios (Figueiredo et al., 2007), vasoativos (Larsen,
2010) e citotoxicos (Ferreira et al., 2008). Assim, este marcador evidenciou a extensdo
das consequéncias oxidativas na AF, justificando por que a terapia antioxidante é uma
alternativa, promissora e crescente para o tratamento da AF (Da Silva et al., 2015).

A esse respeito, vale ressaltar as multiplas propriedades do ERT que estdo, direta
ou indiretamente, envolvidas no processo fisiopatoldgico da AF. Este marcador é um
composto derivado da dieta e o segundo tiol mais abundante nos eritrocitos, devido a
presenca de um transportador especifico, OCTN1, o qual foi detectado em eritrocitos
maduros (Kobayashi et al., 2004; Paul e Snyder, 2010; Kuypers, 2014). Mitsuyama and
May (Mitsuyama, 1999) demonstraram claramente a captacdo e o acimulo de ERT por
glébulos vermelhos maduros (Mitsuyama, 1999). Assim, parece l6gico supor que o0 ERT
€ um antioxidante especializado na protecdo desse tipo de célula. De fato, inUmeros
estudos in vitro demonstraram a capacidade do ERT de eliminar as ERO (como *OH
(Tang, R. M. Y. et al., 2018) e 'O, (Stoffels et al., 2017)), modular a inflamag&o
(Laurenza, 2008), entre outras atividades citoprotetoras (Paul e Snyder, 2010). No
presente estudo foi encontrada uma diminuicdo de cerca de 50% deste marcador em
células falciformes, sugerindo um possivel efeito protetor, pelo consumo de ERT, devido
ao estado hiperoxidativo nessas células. Estudos com roedores mostraram o efeito
protetor desse antioxidante contra o dano tecidual induzido por citocinas, como por lesdo
pulmonar, e lesbes do tipo isquemia-reperfusdo no figado, coracdo e intestino (Arduini;
Bedirli et al., 2004; Sakrak et al., 2008), configurando alguns argumentos que devem ser
levados em consideracdo para abordar melhor a hip6tese de uso farmacol6gico de ERT
para o tratamento de pacientes com AF.

Além disso, foram encontradas associagoes interessantes entre ERT e marcadores
do metabolismo eritrocitario. Com rela¢do ao metabolismo de nucleotideos, evidenciou-
se uma correlacdo negativa entre ERT e hipoxantina, sugerindo que a ERT possa inibir a
formacdo de hipoxantina ou reagir diretamente com esta, devido ao seu papel pro-
oxidante (Zhu, 2011). Na via da MetHb redutase, foi encontrada uma associagado negativa
entre ERT e metHb redutase, o que pode ser explicado devido a capacidade do ERT em
reduzir a metHb de volta para Hb. Assim, é sugerido que, durante a saturagdo do sistema
ou reducdo da metHb redutase, a ERT possa assumir tal funcdo. Com relacdo aos
marcadores de oxidacao, o papel protetor do ERT nos eritrécitos foi confirmado, uma vez

que foi encontrada uma correlacéo negativa com a hemina livre. Além disso, a associacao
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positiva com a GPx reforca a protecdo contra o processo de oxidacéo e é sugerido ainda,
que a ERT possa colaborar com a GSH doando um grupo sulfidrila para a GPx.

Além do metabolismo redox, foram avaliados importantes marcadores de outras
vias metabolicas, como glicdlise, via das pentoses fosfato e nucleotideos. Sabe-se que em
condicdes fisioldgicas, como ja mencionado, cerca de 70-90% da glicose é metabolizada
pela via glicolitica para producdo de ATP e NADH (Van Zwieten et al., 2014). A glicose
remanescente é direcionada para o via das pentoses fosfato, cuja funcéo principal € a
producdo de potencial redox na forma de NADPH (Beutler, 1971). No entanto, Davidson
e colaboradores (1972) demonstraram in vitro que sob condic¢des oxidativas, o fluxo de
G6P através do via das pentoses fosfato pode ser acentuada cerca de 20 vezes (Davidson
Wd, 1972). Ainda, foi encontrado um aumento de G6PDH e NADPH em células
falciformes, sugerindo que a glicose foi direcionada para a via das pentoses fosfato, a fim
de garantir niveis adequados de NADPH, necessarios para proteger os eritrocitos das
lesOes desencadeadas por oxidantes (Castagnola et al., 2010). A esse respeito, Zhang e
colaboradores (Zhang et al., 2016) demonstraram in vitro que sob situacdes de estresse
oxidativo induzido, os eritrécitos mudaram o metabolismo da glicose em direcdo a via
das pentoses fosfato, buscando a producdo de NADPH para a reducdo do oxidante (Zhang
etal., 2016).

De acordo com o mecanismo de mudanca mencionado, poderia se esperar uma
diminuicdo nos intermediarios da glicolise e nas atividades enzimaticas. Por outro lado,
os resultados desse trabalho revelaram que as células falciformes foram caracterizadas
pelo aumento da atividade glicolitica em relacdo as células contendo Hb A. Isso pode ser
explicado em razdo de atividades mais elevadas de HXK e LDH, o que resultou em niveis
mais altos de intermediario glicolitico, o ATP. Esses resultados estdo de acordo com o
aumento da captacdo de glicose e a producdo de lactato em células falciformes relatados
por Rogers e colaboradores (2013) (Rogers et al., 2013). Além disso, 0s eritrocitos sdo
mais do que simplesmente um transportador de O>

, mas em virtude de sua capacidade de liberar o ATP, desempenham um papel
igualmente importante como regulador de sua prépria distribuicdo, contribuindo para o
controle do fluxo sanguineo tecidual (Ellsworth, 2004). Assim, a realizacdo dessa tarefa
regulatéria parece ser ainda mais dificil para as células falciformes, devido a sua ruptura
da homeostase metabolica. Curiosamente, esta perturbacdo metabdlica ndo afetou as
propor¢oes ATP/ADP, ADP/AMP e AEC.
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Sabe-se que em periodos de hipoxia celular ou estresse celular, o ATP ¢
convertido em ADP e AMP, este ultimo pode ser catabolizado, levando ao acimulo de
hipoxantina e xantina no tecido (Osarogiagbon Ur, 2000). Os niveis de hipoxantina e
acido Urico encontrados no presente estudo estdo de acordo com a literatura, uma vez que
Castilhos et al. (2017) evidenciaram niveis elevados de hipoxantina e diminuicéo de acido
urico em pacientes com AF (Castilhos et al., 2017a). Neste estudo também foi relatado
diminuicdo da atividade da xantina oxidase (XO) em individuos com AF. Esta enzima €
ativada durante ciclos repetidos de isquemia/reperfusdo e catalisa a geracdo de O2e- a
partir de hipoxantina e causa uma reducdo de XO (Xu et al., 2004). Este efeito pode
explicar os resultados encontrados, pois, como consequéncia da diminuigéo da atividade
de XO, foi observado o acimulo de substrato enzimatico junto com a diminuigdo na
sintese do produto, ou seja, altos niveis de hipoxantina e baixo contetdo de &cido Urico
em células falciformes.

Nas células falciformes, sob condi¢des de hipoxia, a auto oxidacao da Hb € mais
evidenciada e é quase inteiramente responsavel pela formagdo de ERO (Rifkind et al.,
2014). Neste caso, a Hb oxigenada pode ser auto oxidada fisiologicamente para metHb,
a uma taxa de aproximadamente 0,5-3% por dia (Umbreit, 2007). No entanto, a metHb
redutase converte a metHb em sua forma funcional reduzida e interrompe o processo de
oxidacdo da Hb antes que hemicromos sejam formados (Zerez, 1990). Zerez et al.
observaram um aumento significativo da atividade da metHb redutase em células
falciformes em comparacdo com as normais (Zerez, 1990), o que corrobora com nossos
dados. Esta enzima requer nucleotideos reduzidos, principalmente NADH, para converter
o metHb na sua forma funcional reduzida, através da catalise de Fe férrico para o ferroso
(Hare et al., 2012; Roumenina et al., 2016; Vercellotti et al., 2016). Além disso, foram
encontradas correlagdes positivas entre 0s marcadores da via das pentoses fosfato e a
atividade da metHb redutase, refletindo a coordenacdo do metabolismo dos eritrocitos.

Finalmente, foram adotados rigorosos critérios de exclusdo e resultados basais
bem caracterizados dos pacientes com AF, para a composi¢cdo do grupo de estudo,
consolidando o estado hiperoxidativo bem documentado de eritrdcitos falciformes que
sobrecarrega 0 sistema de defesa antioxidante, levando a ruptura da homeostase

metabolica em eritrocitos falciformes.
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6 CONCLUSOES
Os resultados do presente estudo permitiram concluir:

1. A capacidade antioxidante prejudicada das celulas falciformes contribui

significativamente para a hemolise;

2. A AChE parece contribuir com o metabolismo dos eritrocitos de um modo

muito mais complexo do que foi explorado até 0 momento;

3. ChAId pode ser investigado com um marcador especifico de lesdo associado

ao processo inflamatorio na AF;

4. ERT deve ser considerado como uma alternativa promissora de terapia

antioxidante para o tratamento de AF;

5. As células falciformes parecem escapar ou, de alguma forma, alterar o
mecanismo de deslocamento entre a glicOlise e a via das pentoses fosfato
bem descrita para eritrocitos saudaveis, mantendo ambas as vias supra-

reguladas.

As concluses foram sintetizadas na figura 25.



75

Figura 25. Conclusoes sintetizadas.
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8 ANEXOS
8.1 ANEXO A - Técnicas citologicas, eletroforéticas e cromatografica para

identificacdo da Hb S e caracterizac¢io dos haplotipos p°

A triagem cléssica das hemoglobinopatias foi realizada para investigagdo das Hb
normais e presenca da Hb S, e, respectiva formacdo do grupo controle e confirmagéo
molecular e identificacdo dos haplétipos do grupamento beta globina, pelos métodos a

sequir:

Anélise, a fresco, da morfologia eritrocitaria

Os esfregacos sanguineos foram analisados a microscopia de luz, com objetivas
de 40x, quanto ao tamanho, forma e quantidade de Hb nos eritrocitos (BONINI-
DOMINGOS, 2006).

Resisténcia globular osmotica em solucéo de NaCl a 0,36%

Técnica seletiva, baseada no aumento resisténcia globular osmatica promovido,
principalmente, pela presenca de eritrocitos microciticos. A microcitose é caracteristica
de algumas hemoglobinopatias, porém mais comum em casos de talassemias do tipo beta,
principalmente na forma heterozigota, e também em anemias caréncias e
hemoglobinopatia do tipo Hb C (SILVESTRONI e BIANCO, 1975).

Eletroforese de hemoglobinas em pH alcalino

As amostras de sangue, previamente hemolisadas (NAOUM, 1990), foram
submetidas a eletroforese de Hb em pH 8,6 em acetato de celulose. Técnica qualitativa
utilizada para detecgdo perfil hemoglobinico normal e de Hb variantes, baseada nas
diferentes cargas liquida dessas proteinas que acarretam mobilidades eletroforéticas
especificas (MARENGO-ROWE, 1965).

Eletroforese de hemoglobinas em pH acido
Técnica utilizada para diferenciacdo de alguns tipos de Hb variantes que migram

em posicdes muito semelhantes na eletroforese em pH alcalino. Os hemolisados,
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previamente preparados, sdo submetidos a uma corrida eletroforética em gel de agar-
fosfato, pH 6,2 (VELLA, 1968).

Cromatografia liquida de alta performance de fracGes hemoglobinicas

Método de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) desenvolvido para
o fracionamento de hemoglobinas com alta sensibilidade e especificidade. Técnica
inteiramente baseada em cromatografia de troca idnica acoplada a detec¢do UV/Vis. O
sistema utilizado foi o Ultra?, da Trinity Biotech PLC (Bray, Co Wicklow, Ireland) com
o Kit de analise Genesys, que permitiu a separacdo e identificacdo presumivel de Hb
variantes por meio de "janelas" especificas de tempo de retencdo, e a quantificacdo
percentual relativa das fragdes hemoglobinicas, baseada em calibradores previamente

injetados no sistema.

Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido de leucécitos do sangue periférico, segundo a
técnica de extracdo por fenol-cloroférmio e precipitacdo por etanol (SAMBROOK et al.,
1989).

Confirmagéo da homozigose para o polimorfismo no gene HBB*S ( ¢.20A>T; rs334)
por PCR-RFLP

Para a realizacdo da PCR foram utilizados os seguintes oligonucleotideos
iniciadores: P 277 (sense) 5 GGC AGA GCC ATC TAT TGC TTA 3’ e P 278 (antisense)
5> ACC TTA GGG TTG CCC ATA AC 3°. Apos a amplificacdo, o fragmento gerado de
382 pb foi submetido a restricdo enzimatica a 37 °C por 5 minutos pela enzima FastDigest
Ddel. A mutacdo elimina um sitio de restricdo; assim apds a digestdo o alelo normal gerou
3 fragmentos de 201 pb, 88 pb e 87 pb o alelo mutante gerou dois, um de 288 pb e outro
de 88 pb (SAIKI et al., 1985).

Anélise dos haplotipos HBB*S (SUTTON; BOUHASSIRA; NAGEL, 1989)
A determinacdo dos haplétipos foi realizada por PCR — RFLP, por meio da analise
de seis sitios polimorficos (SUTTON et al., 1989) (Figura 1).



Figura 1. Representacdo esquematica dos sitios polimdrficos

determinacio dos haplotipos B°
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Fonte: (SUTTON; BOUHASSIRA; NAGEL, 1989).
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estudados na

As sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores para andlise dos polimorfismos

do cluster da globina B estdo listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para amplificagdo de regides do cluster p.

Oligonucleotideo iniciador  Sequéncia do oligonucleotideo iniciador (5° — 3°) Direcdo  Regido
HO AACTGTTGCTTTATAGGATTTT — e
H1 AGGAGCTTATTGATAACTCAGAC — Y
H2 AAGTGTGGAGTGTGCACATGA — R
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA — !
H3 TGCTGCTAATGCTTCATTACAA — A
H4 TAAATGAGGAGCATGCACACAC — !
H5 GAACAGAAGTTGAGATAGAGA —

H6 ACTCAGTGGTCTTGTGGGCT — v
H7 TCTGCATTTGACTCTGTTAGC - i
H8 GGACCCTAACTGATATAACTA — v
H9 CTACGCTGACCTCATAAATG — i
H10 CTAATCTGCAAGAGTGTCT — ¥8

—: sense ; «— anti-sense

O produto da PCR foi digerido, a 37°C durante 3 horas, para a regidio 5’y © e para

as demais foi digerido por 5 minutos a 37°C com endonucleases de restri¢cdo apropriadas

para cada sitio polimorfico. O tamanho dos produtos de amplificacdo e apos clivagem,

podem ser observados na Tabela 2.
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Tabela 2. Tamanho dos produtos amplificados e apds a clivagem com as endonucleases

especificas.

Oligonucleotideo . .~ Tamanho do Tamanho dos fragmentos
A Enzima  Regiéo fragmento . .
iniciador o apos a clivagem

amplificado

HO e H1 Xmn | 57 C 657 pb 450 pb + 200 pb
H2 e H3 Hind 111 y© 780 pb 430 pb + 340 pb + 10 pb
H3 e H4 Hind 111 yA 760 pb 400 pb + 360 pb
H5 e H6 Hinc 11 vB 701 pb 360 pb +340pb +1 pb
H7 e H8 Hinc I 3’yp 590 pb 470 pb + 120 pb
H9 e H10 Hinf | 5B 380 pb 240 pb + 140 pb
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