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Resumo

A perda homeostase redox esta relacionada com os mecanismos fisiopatoldgicos da anemia
falciforme (AF). Dessa forma, o entendimento de mecanismos redox de adaptacdo celular
possibilitard a definicdo de novos alvos e/ou intervencdes direcionadas, como alternativas
terapéuticas com propriedades antioxidantes. Portanto, a presente proposta avaliou o perfil de
expressao de vias de sinalizacdo redox em células progenitoras hematopoiéticas de camundongos
humanizados para AF; bem como suas respostas adaptativas sob efeitos da suplementagédo com
melatonina (MEL) e ergotioneina (ERT). Avaliou-se 4 grupos, os quais foram gerados no
CEMIB/UNICAMP, durante 60 dias: o controle caracterizado por camundongos transgénicos
HbSA+Fetal (SAF); homozigotos para AF (SS) ndo tratados; tratados com MEL (SS+MEL,; V.O.
10mg/kg) e com ERT (SS+ERT; V.0O. 35mg/kg). Apds a eutanasia (CEUA 5955-1/2022), extraiu-
se 0 RNA das células progenitoras da medula 6ssea para analise de RT-gPCR, em pseudo
quintuplicatas, de alvos centrais da biologia redox: ATF4, NRF2, FOXO3, MST1, YWHAZ, TRX,
TXNIP, SLC22A4 (ETT), elF2a, CAT, SOD1, GPX1, PRDX1; e 0 enddgeno ACTB. O fold change
dos niveis foi calculado usando a formula 2"24CT, Para as analises estatisticas, adotou-se 0 GLM,
no formato one-way ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni. Os efeitos significativos
observados da doenga (SF x SS) foram: indugdo dos genes NRF2 (~9x), FOXO3 (~3x), MST1
(~7x), ETT (~8x), CAT (~4x) e GPX1 (~8x); e inibicdo dos genes TRX1 (~2,5x), SOD1 (~1,4x) e
PRDX1 (~3x), corroborando a robustez do modelo e a atuacdo fundamental dos elementos centrais
da homeostase redox nos processos fisiopatologicos da AF. Os efeitos observados para a
suplementagdo com MEL (SS x SS+MEL) foram: inducéo da expressédo da YWHAZ (~2x), TRX
(~3x), SOD1 (~2x) e PRDX1 (~3x) e majoritariamente inibicdo dos genes NRF2 (~147x), FOX03
(~9x), MST1 (~9x), ETT (~7x), CAT (~26x) e GPX1 (~111x). De modo geral, no grupo SS+MEL,
observou-se uma restauracao dos niveis de transcritos ao padrdo observado no grupo SAF, o que
sugere atuacgdo antioxidante direta da MEL, mitigando a ativacao das vias redox. Por fim, conclui-
se que 0s mecanismos avaliados desempenham papel critico na homeostase redox de células
progenitoras no modelo testado. Além disso, o tratamento com ERT aparenta possuir uma acao
moduladora de amplo espectro associada a eritropoiese, ja para o tratamento com MEL tem-se
uma acgéo citoprotetora, mitigando a ativagéo de vias de sinalizacdo redox acentuadas na doenca.
Com a suplementacdo de ERT, os efeitos verificados (SS x SS+ERT) foram: inducdo dos genes
ATF4 (~3x), YWHAZ (~4x), TRX1 (~3x), TXNIP (~6x), ETT (~2x), CAT (~2x) e SOD1 (~2x) assim
como inibicdo dos genes NRF2 (~4x), FOXO3 (~79x) e GPX1 (~2x). O padrao inibitorio sugere
acdo antioxidante direta da ERT, mitigando os efeitos causados pela doenca, enquanto as indugdes
parecem estar envolvidas com acdes indiretas, reforcando seu papel critico e pouco conhecido
durante a hematopoiese, uma vez que ATF4 e TXNIP que vem sendo propostos como novos
reguladores da proliferacao e diferenciacao eritroide.

Palavras-chave: Homeostase redox, Ergotioneina, Melatonina, Potencial terapéutico, Adaptacédo
redox.



1. Introducéo

A anemia falciforme (AF; HBB; c.20A>T; rs334) é caracterizada pela presenca de
hemoglobina S (HbS), que, quando polimerizada, leva ao aumento da hemdlise, disfuncao
endotelial, interacdo entre eritrdcitos, leucdcitos e plaquetas [1, 2 ,3]. Esse processo torna o
eritrocito falciforme mais fragil, suscetivel a danos oxidativos e altamente instavel, reduzindo sua
vida Util em > 75% [2]. A superproducdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) na doenca é
causada por varios fatores e, se ndo for rapidamente contida, pode desencadear uma série de
eventos que levam a uma inflamagao persistente [3, 4, 5]. Sendo assim conhecida como uma
doenca inflamatoria e oxidativa cronica, na qual sinais de distresse oxidativo podem ser
observados em varios tecidos com a produgdo exacerbada e continua de ERO pode sobrecarregar
0 sistema antioxidante [6, 7, 8, 9].

A homeostase redox ¢ essencial para manter diversos processos fisioldgicos e sinalizagdes,
seu desbalanco pode levar a diferentes danos, com desfecho de distresse oxidativo que culmina em
disfuncgéo celular. Assim, compreender as estruturas operacionais centrais da biologia redox que
controlam a expressdo de enzimas de defesa antioxidante (como superoxido dismutase 1 [SOD1],
catalase [CAT], glutationa peroxidase 1 [GPX1], peroxirredoxina 1 [PRDX1]) pode levar ao
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para a AF. Os principais membros das vias de
sinalizacdo redox incluem os fatores de transcricdo Nrf2 (Fator nuclear eritroide 2 relacionado ao
fator 2) e FoxO3 (Forkhead O3) [10]; e outros complexos de sinalizacao sensiveis ao redox, como
TXNIP/Trx —um componente-chave na ligacdo entre a regulacéo redox e a patogénese de doencas
[11] — e ATF4, um fator de transcricdo que € um marcador efetor da resposta integrada ao estresse
[12]. O acimulo de danos oxidativos apresenta uma relacdo intrinseca com a gravidade da AF [13,
14], levando a suposicdo de gue terapias antioxidantes representam um caminho promissor para
tratamentos alternativos, incluindo aqueles que podem regular a expresséo de fatores de transcricéo
no codigo redox [15, 16, 17].

Portanto, a busca por alternativas farmacoterapéuticas que possam ser usadas isoladamente
ou em combinacdo é valida e necessaria para 0 melhor tratamento da doenca. Uma alternativa
terapéutica em potencial é a melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina; MEL). Essa indolamina
apresenta efeitos citoprotetores significativos, inclusive atuando na reducdo de moléculas de
adesdo, comumente elevadas na AF [18, 19, 20, 21]. Além disso, a MEL pode atravessar
facilmente as membranas celulares e agir como um antioxidante direto, protegendo varias
biomoléculas contra danos, gerando metabolitos que ainda apresentam uma alta capacidade
redutora gerando assim, uma cascata antioxidante extremamente eficaz [22, 23, 24]. Ainda, ela
pode atuar inibindo a atividade e/ou expressao de moléculas oxidantes e, também, é capaz de
estimular integrantes do sistema antioxidante [25, 26]. Aléem do mais, em estudos com murinos,
observou-se efeitos protetores nos tecidos, prevenindo a peroxidacao lipidica e limitando danos
proteicos, ao sustentar a fungdo do sistema redox e estabilizar as membranas dos eritrocitos [27,
28].

Outro agente terapéutico potencial que tem sido recentemente destacado em uma ampla
gama de estudos é o aminoacido antioxidante dietético L-ergotioneina (ERT, 2-mercaptohistidina
trimetilbetaina) [29, 30]. Com uma quimica Unica que proporciona alta estabilidade, degradacéao
lenta e bioacumulacdo alta, a ERT é amplamente distribuida nos 6rgéaos e nas células sanguineas,
especialmente nas células precursoras hematopoéticas e células eritroides em maturagdo, onde ha
alta expressdo do transportador especifico da ERT (ETT, codificado pelo gene SLC22A4) [31, 32,
33, 34]. Sendo capaz de atuar como i) quelante de cations [35]; ii) fator bioenergético [36]; iii) no



combate de radicais livres; iv) manutencao dos niveis de tiol in vivo [37]; v) modula a ativacdo de
vias redox, como Nrf2-ARE e FoxO3, para proteger as células contra o estresse oxidativo in vitro
[38, 39]; vi) regulador imunoldgico [40, 41]; e vii) interage com a hemoglobina ligada a proteinas
[42]. Portanto, a administracdo de ERT permite uma infinidade de propriedades citoprotetoras e
mitigadoras da doenca.

Essas propriedades Unicas podem ajudar no tratamento de pacientes com AF, visto que
estes demonstraram uma reducgdo de aproximadamente 2 vezes nos niveis de MEL plasmaética e
ERT intraeritrocitaria em comparagdo com individuos saudaveis [43, 44], sugerindo que o estado
hiperoxidativo dessa condi¢do culmina no consumo desses antioxidantes enddgenos. Assim, neste
estudo, investigamos os efeitos da suplementacdo de MEL e ERT sobre os mecanismos redox de
adaptacdo celular em camundongos transgénicos para AF, avaliando os niveis de expressdo de
varios genes associados as vias de sinalizacdo TXINIP/Trx, MST1/Fox03, Keapl/Nrf2/ARE e
ATF4 e outros sinalizadores na manutencdo da homeostase redox em células progenitoras
hematopoéticas.

2. Materiais e Métodos

2.1 Animais

Os camundongos C57BL/6 foram obtidos no biotério da Universidade Estadual de
Campinas, Brasil. Foram alojados em grupos de no maximo 4 animais por gaiola, com livre acesso
a comida e agua autoclavada, mantidos em ciclo de claro/escuro de 12:12 horas em uma sala sob
condicdes livres de patdgenos a uma temperatura controlada (21-25°C). Camundongos
humanizados para AF, bem como o animais SF foram gerados a partir do transplante de células
nucleadas da medula 6ssea de camundongos Berkeley (modelo transgénico para AF; STOCK
HbamPaz  Hpp™miTow Tg (HBA-HBBs)41Paz/J ou STOCK Hba™mPaz HppmiTow Tg(HBA-
HBBs)41Paz/J com a mutagdo “y-195 (C>G) que causa o tipo brasileiro de persisténcia hereditaria
de hemoglobina fetal (HbF)), respectivamente [45], em receptores C57BL/6 irradiados letalmente
(5 semanas de idade), conforme descrito a seguir. A eficiéncia da reconstituicdo da medula 6ssea
foi analisada dois meses apds o transplante por Cromatografia Liquida de Alta Performance —
HPLC (CDM System, Variant V-I1 Instrument 1). Os camundongos humanizados originados do
transplante de medula éssea séo referidos doravante como camundongos SS e SF, respectivamente.
Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Estadual de Campinas (CEUA/UNICAMP; Protocolo: 5955-1/2022) e realizados
de acordo com os Principios Eticos para a Pesquisa Animal estabelecidos pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), em conformidade com a legislagéo brasileira
n° 11.794. Todos os esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais e utilizar o
menor nimero de animais necessario para produzir resultados reprodutiveis.

2.2 Transplante de medula dssea
Células nucleadas da medula 6ssea femoral de camundongos SF e SS foram colhidas e

injetadas (1,5 x 10° células/receptor) através do plexo orbital de animais receptores C57BL/6 (5
semanas de idade) irradiados letalmente (1000 cGy, dose unica). Trés dias antes da irradiacéo,
todos os camundongos receptores foram suplementados com &gua contendo antibidtico. Apos o
procedimento, 0s animais transplantados foram transferidos para gaiolas estéreis contendo comida
e agua estéreis. Os camundongos receptores foram suplementados com agua antibiética por mais
10 dias, seguidos por um periodo de recuperacéo de 54 dias antes de serem submetidos a outros



experimentos. O tempo de recuperacdo de aproximadamente dois meses € necessario devido ao
tempo minimo para a substituicdo completa dos globulos vermelhos circulantes (hemécias) pelos
de origem do doador, com base em uma sobrevida padrdo de hemécias de camundongos de
aproximadamente 50 dias [46].

2.3 Tratamentos In Vivo

Camundongos foram submetidos a administragcom agua ultra pura ou 10 mg/kg de peso
corporal de MEL ou 35 mg/kg de peso corporal de ERT (fornecida pela Tetrahedron - Vincennes,
Franca), todos atraves de agua potavel, ao longo de 60 dias. Inicialmente, a MEL foi dissolvida
em etanol a uma concentragdo aproximada de 0,1%, e o volume desejado foi obtido pela adi¢do
de &gua potavel [47]. Portanto, quatro grupos experimentais foram analisados: o controle,
constituido por camundongos HbS+HbF (grupo denominado SF; n = 9); camundongos
humanizados para AF (SS; n = 6); camundongos transgénicos tratados com MEL (SS+MEL; n =
9) e camundongos transgénicos tratados com ERT (SS+ERT; n = 5). As doses foram escolhidas
com base em estudos anteriores nos quais essas doses tiveram efeitos benéficos [48, 49]. Os
camundongos foram eutanasiados através do aprofundamento da anestesia com 3% de isoflurano
em fracdo inspirada de oxigénio de 100% [47].

2.4 Amostras biologicas

As células hematopoiéticas foram colhidas de ambos os fémures pelo método de “lavagem”
(flushing), com base na adaptacdo do protocolo previamente descrito por Mahajan et al. [50]. Para
cada grupo experimental, foi preparado um pool de células da medula 6ssea. Resumidamente, ap6s
a extracdo da medula éssea, as células foram transferidas para tubos Falcon e lavadas duas vezes
com PBS. Imediatamente, foi adicionado RNAlater® (Invitrogen™, EUA) ao pellet obtido para
analise da expressao génica (1:5; células hematopoiéticas: RNAlater).

2.5 PCR em Tempo Real

O kit Purelink® RNA Mini (Invitrogen™, EUA) foi utilizado para isolar e purificar o RNA
conforme as instrucBes do fabricante. A quantidade e a qualidade do RNA foram determinadas
pela absorbancia a 260:280 nm (NanoPhotometer®, IMPLEN) e por eletroforese em gel (90 V por
40 min em gel de agarose a 1,2%). As amostras de RNA foram submetidas ao tratamento com
PureLink®DNase (Invitrogen™, EUA) e transcritas reversamente usando o kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems™, EUA). A PCR quantitativa em tempo real
foi realizada com TagMan Universal PCR Fast Advanced Master Mix e sondas TagMan (Applied
Biosystems, Foster City, CA), seguindo as instrucdes do fabricante. A variacdo na expressao de
mRNA foi calculada utilizando o método 224€ [51], e todos os valores foram normalizados pela
expressdo do gene da beta-actina (BAC) [52]. Os seguintes genes foram avaliados: Fator nuclear
eritroide 2 relacionado ao fator 2 (NFE2L2); Forkhead O3 (FOXO3); Quinase-1 semelhante a
STE20 de mamiferos (MST1); Proteina de ativacdo tirosina 3-monooxigenase/triptofano 5-
monooxigenase zeta, que codifica a proteina 14-3-3C (YWHAZ); Fator de transcri¢do ativador 4
(ATF4); Fator de iniciacdo eucaridtico 2 (EIF2a); Peroxirredoxina-1 (PRDX1), Superoxido
dismutase 1 (SOD1), Glutationa Peroxidase 1 (GPX1), Catalase (CAT); Proteina de interacdo com
a tiorredoxina (TXNIP); Tiorredoxina 1 (TRX1); Transportador de ergotioneina - ETT (SLC22A4).

2.6 Analises estatisticas



As analises univariadas foram realizadas utilizando o software Statistica 12.0 (Statsoft Inc.,
Tulsa, OK, EUA), enguanto os graficos foram elaborados com o software GraphPad Prism verséo
9 para Windows (GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). A normalidade dos dados foi verificada
usando o grafico de probabilidade normal dos residuos. Para a comparacao entre grupos, foram
adotados General Linear Models (GLM) no design de one-way ANOVA, permitindo a verificagéo
do efeito do tratamento sobre as variaveis dependentes. Os resultados foram expressos como média
+ erro padrdo de seus valores bioldgicos, sendo todas as analises estatisticas consideradas
significativas para p<0,05.

3. Resultados

3.1 Vias de sinalizacdo redox

As comparagdes da expressédo génica relativa das vias de sinalizagéo redox analisadas entre
os efeitos da doenca (SF x SS), suplementacdo de ERT (SS x SS+ERT) e suplementacdo com MEL
(SS x SS+MEL) revelaram o seguinte: para os camundongos SS, observou-se uma inducgéo dos
fatores de transcricdo NFE2L2 (~9x), FOXO3 (~3x) e MST1 (~7x). A elevacdo de FOXO3 foi
associada a um aumento de quase 7 vezes em MST1 e uma leve redugdo em YWHAZ (gene
codificante da proteina 14-3-3). Os niveis de transcricio de TRX1 (~2,5x) foram
significativamente reduzidos, enquanto o mRNA de TXNIP apresentou niveis semelhantes aos do
grupo controle. No grupo SS+MEL, houve um aumento de YWHAZ (~2x) e uma leve reducdo em
MST1 (~9x), o que pode explicar a reducéo observada em FOXO3 (~9x). Além disso, 0s niveis de
NFE2L2 (~147x) foram significativamente diminuidos. Os genes que codificam as proteinas redox
TRX1 e TXNIP também apresentaram padrdes distintos entre os grupos SS e SS+MEL. O
tratamento com MEL induziu um aumento em TRX1 (~3x) e uma leve reducdo em TXNIP (Figura
1-E e F). No grupo SS+ERT, observou-se um aumento da expressdo de YWHAZ (~3x), enquanto
os niveis de NFE2L2 (~4x) permaneceram semelhantes ao controle. Além disso, houve uma
reducdo significativa nos niveis de transcricdo de FOXO3 (~79x) no grupo tratado. Em contraste,
a ERT promoveu a inducdo da expressao de TXNIP (~6x), e da expressdo de mRNA de TRX1
(~3x), mantendo-se semelhante ao grupo controle (Figura 1).
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Fig 1. Expressdo génica relativa de membros centrais das vias de sinalizagdo da biologia redox em
camundongos humanizados com anemia falciforme A) Expressao génica de NRF2, B) MST1, C) FOX03, D) YWHAZ,
E) TRX e F) TXNIP. SF: camundongos humanizados para o grupo controle; SS: camundongos humanizados para
anemia falciforme (AF); SS+MEL: camundongos humanizados para AF tratados com melatonina (MEL, 10 mg/kg
por via oral); SS+ERT: camundongos humanizados para AF tratados com ergotioneina (ERT, 35 mg/kg por via
oral).RU: Unidade Relativa - variacdo de expressdo (fold-change) dos transcritos em relagdo ao grupo SF (SF x SS)
Ou grupo SS (SS x SS+ERT) e (SS x SS+MEL)). Os valores representativos de cinco pseudoréplicas foram expressos
como média com erro padrdo (£ SEM). Modelos Lineares Gerais (GLM) no formato one-way ANOVA,
complementados pelo teste de Bonferroni. Os simbolos indicam as seguintes diferencas estatisticas: a, efeitos

observados da doenga (SF x SS), b e ¢ aos tratamentos com suplementacdo de ERT (SS x SS+ERT) e MEL (SS x
SS+MEL), respectivamente.

3.2 Antioxidantes

O grupo SS apresentou um aumento nos niveis de transcritos das enzimas antioxidantes
CAT (~4x) e GPX1 (~8x). Ao mesmo tempo, os niveis de SOD1 (~1,4x) e PRDX1 (~3x) foram
reduzidos nesse grupo. No entanto, CAT (~26x) e GPX1 (~111x) apresentaram, inesperadamente,
expressoes relativas mais baixas sob tratamento com MEL em comparagdo ao controle e ao grupo
nédo tratado, mas ainda com indugdes para SOD1 (~2x) e PRDX1 (~3x). No grupo SS+ERT,
observou-se um aumento na expressao de CAT (~2x) e SOD1 (~2x), enquanto os niveis de PRDX1
permaneceram similares ao controle. Em contrapartida, os niveis de GPX1 (~2x) foram inibidos.
Para o grupo tratado, esses Ultimos antioxidantes apresentaram niveis semelhantes ao controle.
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Fig 2. Expressdo relativa de genes codificadores de enzimas antioxidantes e proteinas redox: A) CAT, B)
GPX1, C) SOD1 e D) expressdo génica de PRDX1. SF: camundongos humanizados para o grupo controle; SS:
camundongos humanizados para anemia falciforme (AF); SS+MEL: camundongos humanizados para AF tratados
com melatonina (MEL, 10 mg/kg por via oral); SS+ERT: camundongos humanizados para AF tratados com
ergotioneina (ERT, 35 mg/kg por via oral). RU: Unidade Relativa - variacdo de expressdo (fold-change). Os valores
representativos de cinco pseudoréplicas foram expressos como média com erro padrdo (+ SEM). Modelos Lineares
Gerais (GLM) no formato one-way ANOVA, complementados pelo teste de Bonferroni. Os simbolos indicam as
seguintes diferengas estatisticas: a, efeitos observados da doenga (SF x SS), b e ¢ aos tratamentos com suplementacéo
de ERT (SS x SS+ERT) e MEL (SS x SS+MEL) respectivamente.

3.3 Inter-players moleculares

Para o grupo SS, houve uma inducao da expressao de SLC22A4 (~8x). Ao mesmo tempo,
observou-se uma inibicdo de ATF4, mas sem significancia estatistica. Em relagcdo ao ATF4, o grupo
SS+MEL, em menor grau, apresentou niveis de transcritos inferiores ao grupo controle, mas sem
significancia (Figura 3-A). Houve uma inibigdo de SLC22A4 (~7x), com niveis mantidos
semelhantes ao controle (SF) (Figura 3-B). Quanto ao gene EIF2S1 (elF2a), que codifica um fator
de iniciacdo necessario para a maioria das formas de iniciacdo da traducdo eucariética, embora
sem significancia estatistica, podemos observar um claro padrdo de indugdo da expressao génica
sob tratamento com ERT e MEL, e uma reducéo para o grupo SS (Figura 3-C). Isso demonstra um
comprometimento na tradu¢do nos animais ndo tratados. No grupo SS+ERT, houve um aumento
da expressdo de ATF4 (~3x). Observou-se uma inducdo da expressdo de SLC22A4 (~2x) (Figura
1). Os altos niveis de SLC22A4 em ambos 0s grupos sugerem que esse antioxidante se acumula
amplamente nas células hematopoiéticas. Além disso, o pico de expressdéo de mRNA para o
transportador especifico de ERT nos camundongos tratados sugere uma maior internaliza¢do desse
antioxidante apds sua administragdo prolongada. Além disso, os dados foram sumarizados em um
Heatmap (Figura 4).



A) ATF4 B) SLC22A4
5 2.5 p<0,01 S 20~ p<0,01
x x
b
3 297 8 154 b
(G) O 104 a
8 107 8
0 n
2 0.5- 8. 55
s s ¢
x X
w 0.0- w o~
x o & N
& F o o
S ¥ 5
elF2a
o p=0,12

N
=)
1

-
o
1

e
2]
1

C)
5
=
«
O
=
\g 5
5 1
o

o

'

0

®

o

I

o

x
w

e
=)
1

& P &é &
@ P

Fig 3. Expressao relativa dos mediadores moleculares e do transportador especifico para a captacdo de
ergotioneina em camundongos humanizados com anemia falciforme. A) Expressdo génica de ATF4, B) Expressdo
génica de SLC22A4, e C) Expressdo génica de EIF2A. SF: camundongos humanizados para o grupo controle; SS:
camundongos humanizados para anemia falciforme (AF); SS+MEL: camundongos humanizados para AF tratados
com melatonina (MEL, 10 mg/kg por via oral); SS+ERT: camundongos humanizados para AF tratados com
ergotioneina (ERT, 35 mg/kg por via oral). RU: Unidade Relativa - variacéo de expressdo (fold-change). Os valores
representativos de cinco pseudoréplicas foram expressos como média com erro padrédo (£ SEM). Modelos Lineares
Gerais (GLM) no formato one-way ANOVA, complementados pelo teste de Bonferroni. Os simbolos indicam as
seguintes diferencas estatisticas: a, efeitos observados da doenca (SF x SS), b e c aos tratamentos com suplementagéao

de ERT (SS x SS+ERT) e MEL (SS x SS+MEL), respectivamente.



s —
@ [
© j—
< w
N1 3
o N
~ O < . & - >
A = I X Z 8 & - 0 x (m)
F X o © E ¥ X 0 L « 0 o
< Z L =2 F F o o O uw O o
] 1 | | [ 1 1 ] [ ] | ] ] 1 1
SF1.06]|1.03]1.01 1.00|1.06 |1.02|1.00|1.00|1.00]1.04|1.05 12
10
- A v -|A|Y v
SS-067 3.15 0.38 0.37 |4.12|0.72 0.33 8
AV |V A - 6
SS+ERT+1.83]|2.38|0.04 1.06 1.17 |3.55 0.99
L 14
-|VI|IVIVIA|A VIA|Y
SS+MEL=0.94|0.060.36|0.75|1.88|1.21|0.32|1.17|1.59 | 0.16 | 1.23 | 0.07 | 1.15 - 12

Fig 4. Heatmap destacando os efeitos observados da doenca (SF x SS) e dos tratamentos com ERT (SS x
SS+ERT) e MEL (SS x SS+MEL). SF: camundongos humanizados para o grupo controle; SS: camundongos
humanizados para anemia falciforme (AF); SS+MEL: camundongos humanizados para AF tratados com melatonina
(MEL, 10 mg/kg por via oral); SS+ERT: camundongos humanizados para AF tratados com ergotioneina (ERT, 35
mg/kg por via oral). RU: Unidade Relativa - variacdo de expressdo (fold-change). Os valores representativos de cinco
pseudoréplicas foram expressos como média com erro padrdo. General linear models (GLM) no formato one-way
ANOVA, complementados pelo teste de Bonferroni.

4. Discussao

As estimativas atuais indicam que aproximadamente 300.000 recém-nascidos com doenca
falciforme (DF) nascam anualmente, e espera-se um crescimento exponencial desses nimeros até
2050 [53], o que pode sobrecarregar significativamente os recursos de satde em todo o mundo.
Embora tenham ocorridos avancgos significativos nos ultimos 50 anos no entendimento da
fisiopatologia complexa da DF, o desenvolvimento de alternativas terapéuticas tem sido
consideravelmente lento e complexo [53, 54]. Modelos murinos de AF oferecem uma maneira
rapida de investigar uma gama mais ampla de questes em um ambiente in vivo, em contraste com
0 numero limitado de experimentos que podem ser realizados em humanos. Portanto, espera-se
que os camundongos transgénicos com AF sejam cruciais para 0 avan¢o do nosso conhecimento
sobre a fisiopatologia da AF e para fornecer uma visdo mecanicista da acdo de possiveis
tratamentos eficazes, como o objetivo do nosso trabalho.

Nossos resultados demonstram que o modelo usado no estudo foi adequado para a analise
de expressdo génica, uma vez que seus resultados sugerem perfil hiperoxidativo caracteristicos da
doenca, devido a niveis significativamente mais elevados de NRF2 e FOXO3 junto ao MST1 no
grupo SS. A atividade transcricional do fator de transcricdo FOXO3 é controlada principalmente
por modificacdes pos-traducionais (PTM), que resultam na translocacéo da proteina do ndcleo para
o citoplasma [67], realizada pela chaperona 14-3-3. O MST1 atua como antagonista da anterior e,
sob estresse oxidativo, é ativado, permitindo que o FOXO3 inicie a transcri¢do dos genes-alvo



[55]. No tratamento de MEL (SS+MEL) esses fatores de transcri¢cdo apresentaram expressoes mais
baixas e YWHAZ niveis com comportamento de inducao, sugerindo que a via redox do FOXO3 foi
inibida. No grupo SS+ERT, os niveis de NFE2L2 foram mantidos em niveis semelhantes ao
controle, e a expressdo de FOXO3 foi notavelmente inibida. Dare et al. (2021) demonstraram, in
silico, que a ERT pode se ligar diretamente ao Nrf2, o que levaria a dissocia¢do do complexo Nrf2-
Keapl, levando a acumulacdo nuclear do Nrf2 e consequentemente, a ativacdo de genes
antioxidantes [56]. No entanto, os niveis de elF2a apresentaram um padrdo de inducdo em
comparagdo com o grupo SS, 0 que pode sugerir que a restauracdo aos niveis basais de transcrigdo
(semelhantes aos do grupo SF) pode ter sido alcancada através de uma sintese de novo de FOXO3
e Nrf2, como sugerido por estudos anteriores [57].

Os camundongos ndo tratados (SS) apresentaram niveis elevados dos transcritos de CAT e
GPx1 em comparagdo com os controles SF, o que indica uma resposta redox ao aumento do
estresse oxidativo. Com o tratamento de MEL observa-se que o estresse oxidativo sisttmico foi
reduzido junto com suas supressdes, semelhantes a estudos em camundongos com Alzheimer [58].
Em ratos com pinealectomia que receberam MEL exo6gena no qual teve seu aumento na medula
Ossea e no soro, os autores relataram um aumento significativo na capacidade de neutralizar
significativamente o efeito oxidativo do H.O, em células-tronco de sangue periférico [59, 60].
Sendo assim, nossos achados sugerem que a MEL agiu diretamente na detoxificacdo de espécies
reativas no modelo utilizado, sem ativar as vias de sinalizacdo redox e as enzimas antioxidantes;
efeito menos pronunciado no tratamento com ERT.

Em relagéo as outras enzimas antioxidantes, como SOD1 PRDX1 e TRX1, elas tém seus
niveis reduzidos no grupo SS, diferentemente dos grupos tratados (SS+MEL e SS+ERT).
Envolvidas em varios outros processos celulares suas fungdes podem variar de diversas formas
que sdo preservados pelas restauracdes a niveis semelhantes ao controle. Como a SOD1 pode ter
um papel significativo como fator de transcricdo nuclear na regulacao da resposta geral ao estresse
oxidativo, e, notavelmente, a PRDX1 foi um dos genes regulados pela SOD1 nuclear [61]. A
PRDX1 demonstrou funcionar como imunomodulador, regulador de transcricdo, chaperona
molecular [62, 63, 64] e influenciar a longevidade dos eritrocitos [65]. Quanto a TRX1, ela é
essencial para muitos outros processos celulares, incluindo sintese de DNA, proliferacao,
regulacdo da expressdo génica e controle da apoptose [66], além de contribuir para uma maior
longevidade em camundongos transgénicos C57BL/6 que superexpressam essa proteina [67, 68].

Junto com o aumento de TXNIP sob administracdo de ERT pode reforcar a hipotese de que
esse aumento de mRNA de TXNIP estdo relacionados a diferenciacdo eritroide junto com a
manutencdo dos niveis de SOD1 e PRX1 [69]. Seguindo as atividades imunomoduladoras, Yoshida
et al. relataram propriedades imunoestimulantes associadas a administracdo de ERT como um
potenciador da sinalizacdo do receptor do tipo Toll (TLR) [70]. ATF4 e TXNIP tém sido propostos
como novos reguladores da proliferacdo e diferenciacéo eritroide [71, 72, 73]. Além disso, estudos
in vitro e in vivo relataram um aumento rapido e significativo de TXNIP (niveis de transcrito e
proteina) em células de leucemia eritroide de camundongos tratadas com indutores de
diferenciacdo eritroide, aumento este que ndo foi abolido pela adicdo do antioxidante N-
acetilcisteina (NAC) [72]. O que demonstra novamente que niveis minimamente mais baixos de
TXNIP, como os observados no grupo SS+MEL, podem ser benéficos no contexto da doenca,
sugerindo outra camada de protecao conferida pela MEL. Zheng et al., demonstra papel do ATF4
na medula dssea em que células hematopoiéticas deficientes em ATF4 de camundongos exibem
defeitos na diferenciacéo eritroide, levando a anemia hipoplésica [73], reforcando o papel da ERT
devido a indugéo de ATF4.



Os niveis de expressdo do gene SLC22A4 sdo elevados em diversos tecidos, inclusive na
medula 6ssea, demonstrando que ERT € altamente acumulado em células hematopoiéticas,
corroborando estudos anteriores [74, 75] e possibilitando também avaliar se a MEL poderia reduzir
0 estresse oxidativo na medula 6ssea. No grupo SS, uma elevacao na expressédo de SLC22A4 sugere
um estresse significativo [76, 77, 78]. A MEL mitigou essa resposta, ja que o grupo SS+MEL
manteve niveis de transcricdo semelhantes ao controle (inibicdo de ~7x), sugerindo uma acao
direta da MEL na reducdo do estresse oxidativo. Maeda et al. demonstraram que a expresséo de
SLC22A4 ¢ regulada por varios fatores de transcri¢cdo, como a proteina de especificidade 1 (Spl),
fator de transcrigéo relacionado a Runt 1 (RUNX1) e fator nuclear Kappa B (NF-kB) [79], sendo
todos importantes no contexto das células eritroides. Corroborando com nossos dados onde a
captacdo de ERT parece ser rigidamente regulada nos camundongos SS+ERT em resposta a
administracao prolongada, indicando um mecanismo de feedback positivo na medula 6ssea. 1sso
sugere um mecanismo adaptativo in vivo que reforga o papel critico da ERT durante a
hematopoiese.

A suplementagdo com ERT ou MEL oferece vantagens sociais e econdmicas significativas,
particularmente no contexto da salde publica e dos sistemas de saude. Ambas podem ser
sintetizadas comercialmente, e a melatonina ja foi aprovada como suplemento alimentar pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) no Brasil, além de possuir o status
“Geralmente Reconhecida como Segura” (GRAS) atribuido pela Food and Drug Administration
(FDA) dos Estados Unidos. Contudo, a ergotioneina (ERT), apesar de amplamente reconhecida
por suas propriedades antioxidantes, ainda ndo recebeu aprovagoes regulatérias especificas pela
ANVISA, FDA ou pela Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA). Com um
perfil de seguranca excepcional, sem toxicidade ou efeitos adversos observados, mesmo em doses
elevadas, 0 baixo custo de producéo e a auséncia de efeitos colaterais significativos posicionam
essas substancias como abordagens altamente inovadoras [81, 82]. O potencial de reduzir os custos
com saude, ao minimizar a frequéncia de complicacbes como crises Vvaso-oclusivas,
hospitalizaces e danos organicos de longo prazo, torna essas op¢des economicamente viaveis para
sistemas de saude publica, desde que a eficacia e seguranca sejam validadas por ensaios clinicos e
incluidas em diretrizes de tratamento oficiais. Além disso, esfor¢os para ampliar a producao, seja
por meio de sintese quimica ou métodos biotecnolégicos, como a fermentacdo por leveduras [83,
84], poderiam reduzir os custos de fabricacdo e garantir acesso generalizado.

Os potenciais efeitos terapéuticos de medicamentos antioxidantes e anti-inflamatorios,
novos e estabelecidos, em pacientes com AF devem ser investigados mais a fundo, dado o
crescente numero de evidéncias que ligam o estresse oxidativo a patogénese da doenca. A MEL e
a ERT sdo antioxidantes promissores que podem ser Uteis no tratamento da AF, tendo sido estudada
tanto em modelos humanos quanto animais, com apenas efeitos colaterais leves da MEL, como
dores de cabeca, ndusea e sonoléncia, e sem propriedades aditivas [85]. Antioxidantes sdo notaveis
por serem acessiveis e facilmente obtidos, o que 0s torna especialmente atraentes, dado que a AF
€ mais comum em regides com poucos recursos, como demonstrado por dados de estudos
africanos, que mostram que 50-90% das criancas morrem de AF antes dos cinco anos de idade
[2]. Portanto, a implementacéo de intervencdes acessiveis e de maltiplas a¢des, como a MEL e
ERT, é de extremo interesse.

5. Conclusao



Em concluséo, a administragédo de MEL e ERT em camundongos SS demonstrou efeitos
benéficos contra o estresse oxidativo, tanto diretos quanto indiretos, por meio da modulacéo das
principais vias redox, com base na expressao génica dos transcritos avaliados. Este estudo ressalta
0 potencial promissor da MEL e da ERT como terapias antioxidantes para a anemia falciforme
(AF), evidenciando sua capacidade de restaurar o equilibrio redox, modular biomarcadores-chave
e oferecer protecdo contra os danos causados pelo estresse oxidativo. Especificamente, a
suplementacdo com MEL mostrou-se eficaz na normalizacdo da expressdo génica associada ao
estresse oxidativo. Seu papel duplo como antioxidante e imunomodulador fornece uma base sélida
para avangos em ensaios clinicos de fase 2, especialmente considerando seu perfil de seguranca
favoravel e seu potencial para complementar terapias existentes, atuando em mdltiplas vias na AF.

No caso da ERT, suas propriedades promissoras atreladas ao perfil de seguranga de seu
consumo, mesmo em altas doses, oferecem uma alternativa vidvel para futuros ensaios clinicos.
Além disso, ambas as substancias se destacam por sua acessibilidade e facilidade de obtencéo,
tornando-as opcOes atraentes para suplementacdo em larga escala. Portanto, é essencial que
estudos clinicos sejam conduzidos para validar sua eficacia e possibilitar sua incluséo nas diretrizes
de tratamento da AF, contribuindo para melhorar a qualidade de vida dos pacientes de forma
global.
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