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1 INTRODUCAO

1.1 CELULAS ENDOTELIAIS VASCULARES

As células endoteliais revestem o interior dos vasos sanguineos. Sao
responsaveis pela regulacdo da homeostase vascular estando em contato direto com o
sangue e com as células musculares lisas. Sdo sensiveis as mudangas na composicao e
no fluxo sanguineo. Participam de processos fisioldgicos e fisiopatolégicos e tém a
capacidade de produzir e responder a diferentes moléculas sinalizadoras (Cook-Mills
e Deem, 2005).

O estudo da fungdo endotelial vem sendo feito tanto em preparacdes isoladas
de dérgédos, como em culturas de células. No caso de preparacdes isoladas de 6rgaos,
podem-se mencionar 0s estudos classicos e pioneiros de Furchgott, que deram a este
pesquisador o Prémio Nobel de Medicina de 1998. Naqueles experimentos foi
verificado que a retirada do endotélio de uma preparacdo de aorta isolada impedia o
efeito relaxante da acetilcolina (Carneiro et al., 1991; Furchgott, 1998). Trabalhos
posteriores esclareceram que a acetilcolina atua diretamente sobre receptores
muscarinicos localizados nas células endoteliais promovendo o aumento de calcio
intracelular e a ativacdo da sintase de 0xido nitrico endotelial (eNOS). Estes trabalhos
pioneiros mostraram que estas células eram essenciais para o controle do ténus
vascular (Busse et al., 1985) e, portanto, da pressao arterial. Trabalhos subsequentes
demonstraram que esta monocamada celular é também responsavel pela migracdo de
células sanguineas para o tecido e pela propria angiogénese (para revisao, Fajardo,
1989).

O estudo da funcdo endotelial envolve diferentes técnicas buscando o
entendimento de suas reacdes. Para tanto tem sido utilizada a técnica de cultura in
vitro das mesmas.

Os estudos com células em cultura permitem avaliar diretamente a
participacdo destas em fendmenos fisiopatoldgicos. No entanto, a retirada das células

do tecido pode criar situagdes artificiais, fazendo com que seus resultados sejam



sempre cotejados com os obtidos com os tecidos intactos. A cultura primaria é
preparada de tecidos retirados de um organismo, evitando alteragdes que possam
ocorrer ao se multiplicar as células in vitro. Para a obtencdo destas células, muitos
autores usam enzimas capazes de digerir proteinas responsaveis pela interacdo célula-
célula (Ryan et al., 1982). Outra forma de obter células endoteliais em cultura é
permitir que estas migrem do tecido para o substrato de cultura de forma espontanea
(Chen et al., 1995). Neste caso, ndo ha perda de varias proteinas de membrana, pois
ndo sao utilizadas enzimas proteoliticas.

Em vista do exposto, para o entendimento da relevancia das células endoteliais
em um processo, é interessante que estas sejam analisadas de forma independente, em
cultura, mas resguardando as proteinas que sdo expressas na face extracelular da

membrana plasmatica, visto que muitas destas séo receptores para agentes exdgenos.

1.2 PROCESSO INFLAMATORIO

Os seres vivos estdo constantemente expostos a entrada de patdgenos atraves
da pele, das mucosas, e de outros 6rgéos e tecidos, 0s quais podem comprometer as
fungbes do organismo, ou até mesmo causar sua morte (Voltarelli, 1994). Estes
possuem mecanismos de defesa em resposta a estimulos agressivos, que podem ser
fisicos, quimicos ou bioldgicos.

O processo inflamatério tem como objetivo a destruicdo, isolamento ou
diluicdo do agente agressor por intermédio de reacdes teciduais, principalmente
vasculares, podendo ser entdo considerado uma reacdo de defesa local. Neste
contexto, as células endoteliais sdo de extrema importancia, pois fazem a interface
entre o sangue e o tecido, contribuindo para a deteccdo dos organismos invasores.

A resposta inflamatdria evolui no tempo, permitindo caracterizar fases
definidas que em alguns momentos sdo concomitantes (Robbins et al., 1986). A
primeira € chamada de fase pro-inflamatoria, iniciada pela deteccdo de padrbes
moleculares associados a patdgenos, vasodilatacdo local, rolamento, adesdo e
transmigracdo de leucocitos. Estes fendmenos vém acompanhados de aumento da

permeabilidade vascular havendo, portanto, extravasamento de liquido. Do ponto de



vista fisico nota-se vermelhiddo, formacdo de papula e na dependéncia dos
mediadores liberados, pode haver prurido. Concomitantemente, mas um pouco
defasada no tempo inicia-se a fase antiinflammatoria, através da producdo de
glicocorticdides devido a ativacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal, e da
producdo de citocinas antiinflamatdrias. Esta fase tem duracdo mais longa e tem
como objetivo a resolucdo do problema. Este processo de defesa é chamado de
resposta inflamatoria aguda, ou resposta imune-inata. O resultado final do processo
inflamatorio agudo pode ser a cura ou, Se 0 agente agressor persistir, pode se
transformar em inflamacéo crénica (Rang et al., 2001).

Existem ocasides em que o processo inflamatério pode interferir seriamente na
funcdo do 6rgdo atacado, podendo leva-lo a uma condicdo mais prejudicial que a
inicial, ocorrendo perda do controle da resposta. Assim, a inflamacdo assume um
papel destrutivo, prejudicial ao organismo. Outras vezes, 0S mecanismos que
distinguem as células autdgenas das células invasoras falham, e o sistema
imunolégico ataca as proprias células do organismo. Como resultado desses
processos pode ocorrer doengas como, diabetes mellitus, esclerose multipla, cirrose
hepatica e artrites reumatoides. Nesta situacdo, a inflamacdo ndo é mais considerada
uma reacdo de defesa local, mas sim uma reacdo de resposta maléfica ao organismo
acometido. A intensidade da resposta inflamatdria e o tempo de duragdo determinam
diferentes graus ou fases de reacdo nos tecidos, caracterizando uma inflamagdo como

aguda ou cronica (Rang et al., 2001).

1.2.1 Eventos vasculares e mediadores da inflamacéo aguda

O processo inflamatério agudo induz alterac6es metabdlicas em varios 6rgaos
e sistemas. Estas alteracdes sdo mediadas pela liberacdo de substancias quimicas,
causando uma cascata complexa de eventos bioquimicos e celulares. Dentre estes
estdo: a vasodilatacdo produzida por mediadores como histamina e prostaglandinas,
formados através da interacdo do patdogeno com o tecido; o aumento da
permeabilidade vascular mediado, além da histamina, pelo fator de ativacdo

plaquetéria (FAP); recrutamento e migracdo de leucdcitos para o tecido, mediados,



entre outros, por componentes do sistema complemento C5a que € fortemente
quimiotaxico; e o aumento do metabolismo celular. Cada uma dessas alteracdes esta
relacionada a um ou mais tipos de manifestacdes clinicas. A dor é causada pela
liberacdo dos mediadores sollveis, pelo extravasamento de fluidos e pelo influxo
celular. O calor é determinado pelo aumento do metabolismo celular, pelo aumento
do fluxo sanguineo e pela vasodilatacdo. O rubor é ocasionado pelos mesmos
eventos do calor. O tumor se forma através da vasodilatacdo, do extravasamento de
fluidos e do influxo celular. Esses sintomas se expressam em parte ou em sua
totalidade dependendo do local onde ocorre o processo inflamatério, podendo
acontecer interferéncia ou alteracdo na funcdo do tecido, como a limitacdo de
movimentos quando a inflamacdo afeta as articulagdes (Robbins et al., 1986; Rang et
al., 2001).

Independentemente da natureza do estimulo desencadeante, as células ativadas
do sistema fagocitico mononuclear (mondcitos circulantes e macréfagos teciduais)
iniciam a cascata de eventos da reacdo da fase aguda secretando, em uma etapa
inicial, citocinas pré-inflamatorias da familia da interleucina-1 beta, interleucina-6
(IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF), as quais podem agir isoladamente ou em
combinagdo com horménios (Baumann et al., 1990). Localmente, essas moléculas
agem sobre células da matriz ou estroma tecidual, principalmente fibroblastos e
células endoteliais, causando a liberagdo de um segundo conjunto de citocinas que
incluem IL-6, interleucina-8 (IL-8), proteinas inflamatdrias e quimiotaxicas de
macrofagos. As proteinas quimiotaxicas, em conjunto com a interleucina-1, IL-8 e 0
fator de crescimento e transformacéo-beta (TGF-p), atraem para o foco inflamatdrio
mondcitos e neutrofilos, os quais secretam um terceiro conjunto de citocinas que

retroalimentam o processo inflamatorio (Baumann e Gauldie, 1994).

1.2.2 Eventos celulares e moléculas de adesdo

Macrofagos e células dendriticas residentes, quando ativados liberam fatores
que induzem a migracdo de leucdcitos para os tecidos afetados. A migracdo

leucocitéria ¢é feita através da transmigracdo endotelial por um processo conhecido



como diapedese (Nourshargh et al., 2006). A adesdo dos leucdcitos as células
endoteliais e sua posterior migracdo de acordo com Alexander e Granger (2000) é
mediada por moléculas de adesdo especializadas que sdo expressas tanto nas células
endoteliais quanto nos leucdécitos.

Os neutrdfilos sdo os primeiros a chegar ao tecido inflamado, visto que
migram através do endotélio de forma ativa (Cook-Mills e Deem, 2005, figura 1). Os
neutréfilos normalmente circulam pelo centro da corrente sanguinea. Moléculas que
sinalizam a montagem de uma resposta inflamatdria aguda induzem a marginalizacéo
dos neutrdfilos que rolam sobre a camada endotelial. A seguir pode ocorrer a adeséo e
transmigracdo destas células. Neste processo de diapedese os neutrofilos sdo ativados
e ocorre a inducdo da transcricdo de genes responsaveis pela sintese de proteinas

envolvidas na resposta inflamatoria.

Figura 1: Migracgdo de neutrofilos. Os leucdcitos circulantes marginalizam e transmigram de acordo
com estimulos nocivos. Por exemplo, ap6s ativagdo por LPS, neutréfilos que circulam no centro da
corrente sanguinea marginalizam, rolam e aderem na camada endotelial, antes de transmigrarem para o
tecido. Estes eventos sdo mediados por interacdo entre moléculas de adesdo expressas na membrana
plasmética dos neutroéfilos e das células endoteliais ativadas. O processo de rolamento é mediado por
moléculas de adesdo da familia das selectinas que apresentam uma forca fraca de ligagdo permitindo
que os neutrdfilos rolem pela parede do vaso. Ap6s o rolamento, os neutréfilos passam a interagir com
o0 endotélio através de integrinas e imunoglobulinas, responsaveis pela firme adesao dos neutrdéfilos ao
endotélio e sua posterior migracdo para o tecido acometido. A liberacdo de moléculas quimiotaxicas
pelo tecido lesado faz com que estas células migrem diretamente para o alvo da leséo.
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Dependendo do tipo de tecido e de estimulo inflamatério, diferentes
subconjuntos de moléculas de adesdo celular podem ser envolvidos no processo. Na
fase inicial da inflamac&o, ocorre uma desaceleragdo transitoria de neutréfilos nas
vénulas pos-capilares, mediada por moléculas de adeséo da familia das selectinas, das
quais existem trés descritas. A L-selectina presente em leucdcitos, as P-selectinas
presentes em células endoteliais e plaquetas, e as E-selectinas presentes apenas em
células endoteliais. Estas moléculas possuem um papel sequencial no rolamento de
neutréfilos (Eppihimer et al., 1996) e possuem uma forca de ligacdo fraca, permitindo
assim o arraste dos neutrofilos rolando sobre o endotélio. Posteriormente, a
“aderéncia firme” de neutrofilos a parede do vaso ocorre através da interacdo de
integrinas CD11/CD18 (B2-integrinas) com ligantes endoteliais como a molécula de
adesdo intracelular tipo 1 (ICAM-1). Esta etapa requer ativacdo de CD11/CD18
vinculada a exposicdo dos neutrofilos a uma variedade de moléculas quimiotaxicas,
como fator de ativacdo plaquetario ou IL-8. Por altimo, ocorre a transmigracdo dos
neutrofilos para os tecidos, um processo que exige tanto um estimulo quimiotaxico
quanto o empenho das moléculas de adeséo de células endoteliais e plaquetas tipo 1
(PECAM-1).

Estudos em que estas moléculas de adesdo foram nocauteadas confirmam
diversos papeis funcionais, como na montagem da resposta inflamatoria podendo
torna-las alvos importantes para o desenvolvimento de novas terapéuticas conta, por
exemplo, o choque séptico. Em camundongos nocauteados para a molécula PECAM-
1 e expostos ao LPS de maneira sistémica, foi observado que estes foram mais
sensiveis ao LPS do que os camundongos selvagens, apresentando um aumento da
permeabilidade vascular causando uma perda exagerada do volume sanguineo e
queda brusca da pressdo arterial (Maas et al., 2005). No caso de camundongos
nocauteados para a molécula ICAM-1 e expostos a uma injuria (queimadura)
apresentaram  uma inflamacdo  pulmonar  (quantidade de  neutréfilos)
significativamente menor quando comparados com camundongos selvagens,
indicando um papel fundamental na inflamacédo (Bird et al., 2010). Estudos deste tipo
demonstram que o bloqueio das moléculas de adesdo pode efetivamente inibir a
montagem de uma resposta inflamatdria. Apesar de ndo ser do escopo desta
dissertacdo € preciso registrar que o padrdo de moléculas de adesdo pode variar de

acordo com o tipo de inflamacdo (Albelda et al., 1994).



1.2.3 Fator de transcricdo NFKB

O fator de transcrigdo NFKB (do inglés nuclear factor kappa B), compreende
uma familia de proteinas que atuam sob a forma de dimeros que quando ligados a
proteina inibitéria kappa B (IKB), ¢ mantido no citoplasma. A ativagdo deste fator
requer a degradagdo da proteina inibitdria, tornando disponivel o sitio de sinalizacdo
(sigla em inglés NLS) para que haja a translocacdo nuclear deste fator.

As proteinas NFKB sdo divididas em dois grupos, um que contém dominio
transativador (sigla em inglés TAD), responsavel pela inducao da transcrigdo génica e
outro cujos componentes nao possuem esta sequéncia. Sao conhecidas duas proteinas
que ndo contém TAD (p50 e p52) e cinco que contém TAD (RelA, RelB, cRel, p100
e p105) (Baeuerle e Baltimore, 1996). Os dimeros formados a partir de proteinas que
contém TAD regulam positivamente a transcrigdo dos genes alvos, enquanto que as
que nao contém TAD bloqueiam esta transcrigao.

No caso da resposta inflamatdria aguda ha ativacao do dimero p50/RelA, que
induz um pacote de genes responsaveis por esta resposta (Ghosh e Hayden, 2008).
Entre estes encontram-se genes que codificam moléculas de adesdo, citocinas,
enzimas responsaveis por producdo de oxigénio livre e de 6xido nitrico (NO). Todas
estas substancias sao importantes para o combate do agente agressor. Além disso, o
gene que codifica a proteina IKB, que mantém os dimeros sequestrados no citoplasma
também ¢ controlado por NFKB. Neste caso, ¢ uma transcri¢cdo tardia e ¢ considerado
um dos fatores importantes para o encerramento da resposta. Em suma, este
importante fator de transcricdo ¢ responsavel pelo desencadeamento da resposta de
defesa e por seu término (Ghosh e Hayden, 2008).

O NFKB esta presente em diversos tipos celulares. Sua via de sinalizagdo ¢
ativada por diferentes estimulos, sendo que os principais sao: citocinas como o TNF e
interleucinas como a IL-1B e a IL-2, fatores de crescimento, sinalizadores de apoptose
e de prolifera¢do celular (Ghosh e Karin, 2002), bem como por lipopolissacarideos
(LPS) (Akira e Takeda, 2004). Em células imunocompetentes, a ativagao da via do
NFKB induz a transcri¢do de citocinas pro-inflamatorias, de moléculas de adesdo
VCAM-1 e ICAM-1, de enzimas como a sintase de 6xido nitrico induzida (iNOS) e a
ciclooxigenase (COX). Todos exercem papel importante durante a montagem de uma

resposta inflamatoria (O’Neill e Kaltschmidt, 2007). Apesar de tudo isso, para tantos



estimulos, existem apenas trés diferentes vias de sinalizagdo de NFKB. Em resumo,

esta via de sinalizagdo ¢ central na media¢do de uma resposta inflamatoria aguda.

1.3 LIPOPOLISSACARIDEO (LPS) COMO INDUTOR DA INFLAMACAO
AGUDA.

O LPS ¢ um lipopolissacarideo de bactérias Gram negativas constituido por
uma porc¢do lipidica (lipidio A) e por duas cadeias de agucar. A porcdo lipidica
interage com receptores de membrana TLR4 (do inglés, “Toll-like receptor 4”) (Akira
e Takeda, 2004). A ativacdo destes receptores desencadeia a via de transcricdo do
NFKB que, como dito anteriormente, é central no desenvolvimento de uma resposta
imune inata (Kawai e Akira, 2006; Carmody e Chen, 2007; Lu et al., 2008). Quando
injetado localmente LPS aumenta o rolamento, adesdo, e a migracdo de neutrofilos
devido ao aumento da expressdo de moléculas de adesdo (Andonegui et al., 2002).
Este aumento induzido por LPS ndo ocorre em camundongos “knockout” para TLR4
e CD14 (Andonegui et al., 2002). Foi verificado em nosso laboratorio que a ativacéo
da via NFKB em células endoteliais, mantidas em cultura, induzida por LPS promove
a expressdo de iINOS e de NO (Tamura et al., 2009).

1.4 MELATONINA

Embora a glandula pineal seja conhecida a mais de 2000 anos, somente nos
altimos 50 anos foram divulgados relatos sobre suas fungdes. Em 1958, o grupo de
pesquisadores liderados por Aaron B. Lerner isolou a partir da glandula pineal de
bovinos uma substancia ativa que quando injetada na pele de anfibios promovia a
mudanca de coloracdo causada pela agregacdo de melanina dentro dos melanéforos
desses animais (Lerner et al., 1958). Dessa forma, caracterizou-se tal substancia ativa
como melatonina (N-acetil-5-metoxi-triptamina). Desde entédo houve grande interesse

nos estudos dessa substancia, abrindo campo para diversas linhas de pesquisas.



Contudo, muitas fungdes da glandula pineal e da melatonina ainda continuam a ser
descobertas (Karasek e Winczyk, 2006).

A melatonina é um horménio produzido pela glandula pineal na fase de escuro
do ciclo claro/escuro ambiental, possuindo um ritmo de liberagdo bem definido. Este
hormdnio vem sendo bem estudado durante as Ultimas décadas e ja se sabe que
também pode ser produzido por outras células e tecidos participando de diversas
funcdes fisioldgicas e fisiopatologicas. Sua fungdo mais conhecida ¢ como “marcador
do tempo”, indicando ao organismo as fases do dia e da noite e também das estacfes
do ano. O papel da melatonina como “molécula fotoperiddica” foi caracterizado em
estudos sobre a reproducdo sazonal de algumas espécies, embora a sua influéncia
reguladora em humanos continue sob investigagoes.

Estudos experimentais acerca de suas propriedades citoprotetoras indicam que
a melatonina tem um potencial para ser usada como medicamento no tratamento de
doencas neurodegenerativas como doenca de Alzheimer, esclerose lateral amiotrofica
e isquemia cerebral. A melatonina ainda possui propriedades oncostaticas, e também
atua no sistema imunologico (Pandi-Perumal et al., 2006). Nos ultimos anos, estudos
acerca de suas funges mostraram que a melatonina é um eficaz antioxidante, atuando
como um sequestrador de radicais livres presentes no organismo, bem como

regulando varias enzimas antioxidantes (Poeggeler et al., 1994; Esposito et al., 2008).

1.4.1 Producdo e regulacéo da liberacdo de melatonina

Um relégio enddégeno que marque o tempo mesmo na auséncia dos ciclos
exogenos é importante na adaptacdo dos seres vivos as variacdes ambientais. Esses
ritmos tém influéncia sobre fungdes bioquimicas, psiquicas e/ou fisiologicas do
organismo. Desta forma, os ritmos bioldgicos circadianos ndo ocorrem como uma
resposta direta as informacBes do meio, mas sim por controle de um relégio
enddgeno, que é sincronizado com as variagdes do ambiente (Roenneberg e Merrow,
2002). Individuos que possuem danos no reldgio enddgeno central (nucleos

supraquiasmaticos — NSQ) podem tornar-se arritmicos e adquirir distarbios do sono



(Hastings et al., 2007), além de apresentar diminuicdo de atividade reprodutiva
(Beaver et al., 2002).

Nos mamiferos existe uma projecdo neural que vai da retina ao NSQ e,
quando a retina recebe iluminacdo, o ritmo do relégio é ajustado. Quando a luz incide
em fotorreceptores da retina (chamados melanopsina), ativa neurdnios que se
projetam sobre o NSQ. Estes neurdnios formam a via retino-hipotalamica. O NSQ,
por sua vez, projeta-se para outro nucleo hipotaldmico, o chamado ndcleo
paraventricular (NPV). A luz estimula o NPV através de neurbnios que liberam o
neurotransmissor acido gama-aminobutirico (GABA), que silencia este nucleo. No
escuro, os neurénios do NSQ séo ativados liberando sobre o NPV o neurotransmissor
glutamato, que excita outros neurdnios desencadeando uma resposta. Esta resposta
segue pela medula e ativa o ganglio cervical superior. Este € um ganglio simpatico
que estimula a glandula pineal. A glandula pineal libera o hormdnio melatonina, que
sinaliza ao organismo que esta escuro. (para revisar, Simonneaux e Ribelayga, 2003)

A producdo de melatonina pela pineal é regulada pelo relégio central e a
duracdo de sua producéo € inversamente proporcional a duragdo do fotoperiodo, com
pico maximo ocorrendo na fase de escuro (Arendt, 1998), independentemente de 0s
animais apresentarem atividade diurna ou noturna (Simonneaux e Ribelayga, 2003).

Na fase de escuro, a noradrenalina liberada pelos terminais nervosos
simpaticos é o sinal neuroenddcrino que leva a inducdo da transcricdo génica da
enzima arilalquilamina-N-acetiltransferase (AA-NAT) (Klein et al.,1997) levando a
sintese de melatonina. (Gerdin et al., 2004). Este complexo sistema pode ser
observado na figura 2. Como a estimulacdo simpatica da glandula é bloqueada pela
luz, o hormdnio melatonina sintetizado pelas glandulas pineais de vertebrados é
também chamado de hormdnio do escuro. Reiter em 1983 caracterizou a melatonina
como um relégio e um calendéario visto que sendo sintetizada apenas no escuro,
informa ao organismo a alternancia entre o dia e a noite; e tendo a duracdo de sua
producdo aumentada nas noites longas, permite que o organismo diferencie o inverno
do verdo.

Atualmente sabe-se que a melatonina também pode ser produzida por outras
células e tecidos, como a retina, ou atuando como um horménio de acdo local, ndo
necessariamente de maneira ritmica, como nos casos da medula 6ssea (Tan et al.,

1999), trato gastrintestinal de ratos (Bubenik et al., 1992), células imunocompetentes
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(Carrillo-Vico et al., 2004; Pontes et al., 2006), além de figado, rim e baco de
roedores e primatas (Menendez-Pelaez et al., 1993).

Retina

= -
P /,I”
100pg/mL

Produgdo e liberagao

Luz inibe a producdo de melatonina -
de melatonina

Figura 2: Modulacéo da produgdo e liberacdo de melatonina pela glandula pineal: Neurénios
cujos corpos celulares estdo na retina projetam-se para os nlcleos supraquiasmaticos (NSQ) do
hipotdlamo que, através de uma via polissinaptica, atinge o glanglio cervical superior. A partir dai
fibras simpaticas projetam-se para a pineal e a ativacdo de adrenoceptores nos pinealécitos leva a
transcricdo do gene da enzima AA-NAT. Durante o dia (lado esquerdo) a luz impede a ativagdo do
NSQ. No escuro (lado direito) esta via neuronal é ativada levando a produgdo de melatonina. A
melatonina é o horm6nio que marca o escuro.

AA-NAT= arilalquilamina N acetiltransferase; HIOMT= hidroxi-indol-O-metiltransferase; GCS=
ganglio cervical superior.

1.4.2 Biossintese da melatonina

A melatonina é uma substancia altamente conservada nos reinos animal e
vegetal. A producdo da melatonina na glandula pineal ¢ feita pelos pinealécitos.
A biossintese da melatonina tem inicio com a formacdo e absor¢do do

aminodcido triptofano. O triptofano é convertido em 5-hidroxi-triptofano (5-HTP)



pela enzima triptofano hidroxilase 1 que é entdo descarboxilado pela enzima 5-HTP
descarboxilase formando a serotonina (5-hidroxi-triptamina ou 5-HT). Em seguida,
ocorre a N-acetilagdo da serotonina transformando-a em N-acetilserotonina (NAS),
através da enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT), enzima chave na
sintese da melatonina. Esta é a enzima regulada pela luz através de uma via
polissinatpica. O passo final da via é a metilacdo de NAS em melatonina, através da
enzima hidroxi-indol-orto-metiltransferase (HIOMT) (figura 3). Esta é a enzima que
tem a menor velocidade de reacdo e portanto, deve ser considerada responsavel pelo
passo limitante na sintese de melatonina. No entanto, do ponto de vista fisioldgico a
enzima chave é a AA-NAT porque tem sua sintese e atividade reguladas pela luz.
Apds sua sintese, a melatonina é liberada na circulagdo sanguinea e no liquor (Markus
et al., 2003; Claustrat et al., 2005; Reiter et al., 2010).

Triptofano
hidroxilase 1
(TPH1)

5-HTP
descarboxilase

Arilalquilamina
N-acetiltransferase
(AA-NAT)

Hidroxi-indol-
metiltransferase
(HIOMT)

Figura 3: Biossintese de melatonina a partir do aminoacido triptofano. O triptofano é convertido
em 5-hidroxi-triptofano (5-HTP) pela enzima triptofano hidroxilase 1 que é entdo descarboxilado pela
enzima aminodcido aromatico descarboxilase formando a serotonina (5-hidroxi-triptamina ou 5-HT).
Em seguida ocorre a N-acetilacdo da serotonina transformando-a em N-acetilserotonina (NAS), através
da enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT), enzima chave na sintese da melatonina. Por
fim, ocorre a metilacdo de NAS em melatonina, através da enzima hidroxi-indol-orto-metiltransferase
(HIOMT). Apos isso a melatonina é liberada na circulagdo sanguinea. (Reiter et al., 2010)
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A producdo normal de melatonina pode ser alterada por varios fatores como:
patologias cardiovasculares, hipertensao e isquemia (Paulis e Simko, 2007) e também
em pacientes que sofreram paratireoidectomia. Estes pacientes apresentaram um
aumento da secre¢do noturna de melatonina (Kancheva et al., 2008), demontrando
uma relacéo entre pineal e glandula paratiredide.

1.4.3 Mecanismos de a¢do da melatonina

A melatonina tem a capacidade de atravessar facilmente a membrana das
células, pois possui um alto coeficiente de particdo 6leo/agua (Shida et al., 1994). Por
conta desta caracteristica, a melatonina possui varios alvos intracelulares, indicando
que sua acdo biologica também acontece em varios niveis diferentes, através da
interacdo com receptores, enzimas e outras proteinas, tendo como consequéncia uma
grande diversidade de efeitos (Costa et al., 1995; Markus e Tamura, 2009). A
melatonina exerce alguns de seus efeitos através da ligacdo com alta afinidade a um
grupo de receptores acoplados a proteina G. Assim, a presenca desses receptores faz
com que ndo sejam necessarias concentracfes altas de melatonina para haver uma
resposta fisiologica.

Os sitios de ligacdo para melatonina estdo presentes em varias regibes do
organismo, por exemplo, no sistema nervoso central, artérias cerebrais, em diversos
tecidos periféricos, como nas glandulas adrenais, glandulas mamarias, no trato
gastrointestinal, nos 6rgaos linfoides primarios e secundarios, coracdo, dentre outros.
(\Vanecek, 1988; Carneiro et al., 1993; Ekmekcioglu et al., 2001; Ekmekcioglu et al.,
2003)

Os mecanismos de acdo da melatonina variam de acordo com o modelo
estudado e, principalmente, de acordo com a concentracdo de melatonina necessaria
para obtencdo de seus efeitos (Markus e Tamura, 2010). Por este motivo 0s inimeros
mecanismos de acdo possiveis tem sido um grande desafio para o estudo dos efeitos

fisiologicos da melatonina.
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1.4.4 Receptores de melatonina

Receptores de membrana de melatonina foram inicialmente definidos em
funcdo das suas caracteristicas farmacoldgicas e cinéticas. Os conhecidos tém sete
dominios transmembranicos e fazem parte da superfamilia dos receptores acoplados a
proteina G (Reppert, 1997).

De acordo com as normas de nomenclatura descritas pela ITUPHAR
(“International Union for Pharmacology ), inicialmente foram descritos dois tipos de
receptores para melatonina, classificados como ML1 ou ML2, de acordo com as
diferencas farmacoldgicas da ligagdo a 2-[**1]-iodomelatonina. Os sitios de ligacdo
do tipo ML1 foram clonados e pertencem a familia de receptores acoplados a proteina
G, enquanto os sitios de ligacdo para ML2 ainda ndo foram clonados, dificultando sua
localizagdo. Os receptores ML1 agem principalmente inibindo a formacdo de AMPc,
sendo esta inibicdo sensivel a toxina pertussis, sugerindo um receptor acoplado a
proteina Gi/G, (Dubocovich, 1988).

No final da década de 90, foram identificadas trés isoformas de receptores,
MELla, MEL1b e MEL1c, associadas aos sitios de ligacdo do tipo ML1, sendo
aceitas como uma via importante de transducdo da informacgdo trazida pela
melatonina e expressos em locais diferenciados. Os receptores MELla sé&o
observados no hipotalamo, NSQ e hipofise tuberalis de uma variedade de animais,
incluindo o homem, assim como os receptores MEL1b sdo expressos na retina e
cérebro de mamiferos, enquanto os receptores MEL1c ndo apresentam expressao em
mamiferos, sendo descritos apenas em anfibios, peixes e aves (Reppert, 1997).
Posteriormente, as nomenclaturas utilizadas para os subtipos de receptores foram
modificadas pela ITUPHAR, o primeiro receptor clonado, MEL1b, passou a ser
chamado MT,, os receptores MEL1a passaram a MT; e os do subtipo ML, passaram
a ser denominados MT3; (Dubocovich et al., 2000). A IUPHAR apenas classifica
receptores de mamiferos, por isso o receptor MEL1c ndo possui hovo nome.

Os receptores para melatonina clonados até o momento (MT; e MT)),
sensiveis a toxina pertussis, promovem a reducdo dos niveis de AMP ciclico por
inibir a enzima adenilil ciclase. No entanto, considerando-se que nos ultimos anos
tem sido demonstrado que subunidades Py acopladas a proteina G; podem ativar

fosfolipase C (da sigla em inglés PCL), levando a liberac&o de célcio do reticulo, este
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mecanismo, ainda que ndo demonstrado, também poderia teoricamente contribuir
para a resposta dos receptores de melatonina dos subtipos MT; e MT,. (Markus et al.,
2003).

A clonagem de receptores de melatonina a partir de cDNA, resultou no
desenvolvimento de linhagens recombinantes. Quando os receptores de melatonina
humanos foram clonados (hMT; e hMT,) e expressos em uma variedade de células,
demonstrou-se sua acao inibitoria sobre a formacdo de AMPc induzida por forskolina
(Reiter, 2003).

Os mecanismos de acdo dos receptores MT; e MT, séo dependentes do local
em que se encontram, ja que apresentam uma grande variedade de vias celulares
descritas, como ativacdo da PCL, levando a uma cascata de sinalizagdo que resulta no
aumento da concentracgdo intracelular de célcio. Também existem agdes diretas e/ou
indiretas sobre a regulagdo de canais na membrana, além da regulacdo da enzima
adenilil-ciclase, resultando na modulacdo da concentragdo de AMPc (Masana e
Dubocovich, 2001).

Além do ritmo de sintese de melatonina, a densidade de receptores também
apresenta variacdo ritmica. No nucleo supraquiasmatico e na pars tuberalis da
hipdfise a densidade de proteina e de RNAm para receptores de melatonina apresenta
uma variacdo com o ciclo claro/escuro ambiental. No caso da pars tuberalis da
hipdsife foi evidente que este ritmo é devido a uma acdo da melatonina sobre o
proprio sistema receptor (Guerrero et al., 2000).

E importante ressaltar que as acbes da melatonina podem ocorrer via
diferentes sistemas de recepc¢do, tais como receptores de membrana e processos
bioguimicos intracelulares. O préprio sistema de recepcdo pode variar ao longo do
dia, conferindo outra forma de modulacdo das funcbes fisioldgicas (Markus et al.,
2003).

Nosjean e colaboradores (2000) purificaram o receptor de melatonina MT; a
partir do rim de hamster sirio e apresentaram sua posterior identificacdo como sendo
homélogo a quinona redutase 2 (QR2) no homem, além de possuirem uma
localizagdo intracelular. A enzima QR2 foi caracterizada como apresentando 95% de
similaridade, com base em sequéncia humana, com 57 dos 71 aminoacidos idénticos
ao do receptor MT3. O andlogo da molécula de melatonina, 5-metoxicarbonilamino-

N-acetil-triptamina (5-MCA-NAT) se liga seletivamente a sitios MT3 em rins,
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testiculos e cérebro de hamster, mas ndo é capaz de ligar a sitios MT; em retina de
aves (Dubocovich, 1985).

1.4.5 Agdes intracelulares da melatonina

Um dos efeitos mais conhecidos e bem estudados de altas concentragdes de
melatonina é a capacidade de atuar como antioxidante. Os radicais livres possuem
alta reatividade, o que leva a oxidacdo de moléculas estruturais e essenciais para a
atividade celular. Estudos apontam que a melatonina e moléculas afins tém
propriedades de sequestrar radicais livres, podendo neutralizar e reduzir a
concentracdo dos mesmos em sistemas biologicos e quimicos. Além de uma acgéo
antioxidante direta, a melatonina é capaz também de agir sinergicamente com outros
antioxidantes conhecidos, tais como vitamina E e 4cido ascorbico (Reiter, 1995; Tan
et al.,2003).

A producdo de melatonina diminui gradativamente com a idade e, da mesma
forma, os efeitos dos radicais livres também estdo envolvidos com o envelhecimento.
Estudos realizados por Reiter (1995) tém sugerido que a concentragdo de melatonina
mantida em um nivel elevado poderia retardar o envelhecimento e as alteracfes
relacionadas ao cancer. Além disso, a melatonina tem sido descrita como um potente
suplemento antioxidante no tratamento de cancer, podendo proteger contra danos
celulares causados por agentes cancerigenos (Reiter et al., 1997).

E notério que a maior parte dos efeitos farmacoldgicos da melatonina
necessite de altas doses, enquanto as concentracdes plasmaticas estdo presentes no
intervalo picomolar, porém estudos realizados por Benot e colaboradores (1999)
sugerem que a melatonina poderia exibir propriedades antioxidantes mesmo em
niveis fisioldgicos.

Por se tratar de uma molécula anfipatica, como ja dito, a melatonina também
possui acdes intracelulares e um dos principais mecanismos de a¢do observados em
baixas concentracdes é a capacidade de ligacdo a calmodulina, ligacdo esta de alta
afinidade, sugerindo uma relevancia fisiologica (Benitez-King et al., 1991; Benitez-

King e Antdn-Tay , 1993). Benitez-King e Anton-Tay (1993) analisaram dados
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relacionando a interacdo da melatonina com a calmodulina e demonstraram que sua
interacdo pode permitir a modulagdo ritmica de muitas funcbes celulares.
Considerando que a calmodulina participa da maioria dos eventos intracelulares em
vertebrados superiores, por possuir capacidade de ligacéo e regulagdo em uma grande
diversidade de proteinas-alvos, incluindo enzimas, canais idnicos, receptores e
proteinas do citoesqueleto, a interacdo melatonina-calmodulina pode interferir em
diversas modificacbes de funcbes celulares. A melatonina inibe a atividade da
adenilil-ciclase dependente de célcio-calmodulina em miotubos de rato em cultura e
da isoforma constitutiva da sintase do 6xido nitrico em cerebelo de ratos (Pozo et al.,
1997; De Almeida-Paula et al., 2005)

Os processos dependentes de calmodulina podem ser modulados pela
disponibilidade de célcio, por antagonistas da calmodulina e por modificacbes pds-
transducionais, como sua prépria fosforilacdo. A melatonina é um antagonista
endogeno da calmodulina. Soto-Vega e colaboradores (2004) caracterizaram a
fosforilacdo da calmodulina por PKC-a e sua estimulacdo por melatonina in vitro,
reconstituindo em um sistema enzimatico, onde a melatonina aumenta a fosforilacao
de calmodulina e PKC-a.

Alem dos efeitos cronobidticos, oncostaticos e antioxidantes, a melatonina
atua também promovendo efeitos no sistema imunoldgico, regulando a expressao de
varios genes imunomoduladores de citocinas incluindo TNF, bem como 0s niveis de
IL-1B ¢ interferon gamma (INFy) (Liu et al., 2001).

1.5 MELATONINA NA INFLAMACAO

A interacdo entre o sistema neuroenddcrino e o sistema imunologico é
essencial para a resposta adaptativa de um organismo contra os desafios ambientais.
Neste contexto, a pineal e seu neurohorménio melatonina desempenham um papel
importante, sendo um dos responsaveis por manter a homeostase interna em
vertebrados (Maestroni, 2001; Skwarlo-Sonta, 2002). Nosso laboratério vem
desenvolvendo desde 2007 o conceito do “eixo imune-pineal” (Markus et al., 2007).

A pineal responderia a citocinas e hormdnios ligados a resposta imune e as células
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imunocompetentes seriam alvos da melatonina. Este conceito ainda foi ampliado para
mostrar que em determinadas condi¢des especiais, como durante a montagem da
resposta inflamatdria, a melatonina passaria a ser produzida por células
imunocompetentes (Markus e Ferreira, 2011).

O primeiro relato sobre a interacdo entre a glandula pineal e o sistema
imunoldgico descreve uma desorganizagdo do timo em ratos pinealectomizados no
primeiro dia de vida (Csaba et al., 1965). Varios aspectos da reacdo imunoldgica,
como nimero de células e suas subpopulacdes, proliferacdo dos linfocitos, niveis
plasméaticos de diferentes citocinas e indice fagocitico, exibem pronunciada
ritmicidade (Petrovsky e Harrison, 1997).

AlteragBes diurnas e sazonais da atividade do sistema imunoldgico sdo
controladas pelas concentracbes de melatonina plasmatica, que é uma funcdo da
secrecdo pineal (Skwarlo-Sonta et al., 2003). Por outro lado, células
imunocompetentes como linfocitos e fagdcitos sdo fontes de melatonina (Carrillo-
Vico et al., 2004, Pontes et al., 2006). Ja foi demonstrado que os linfocitos dispdem
de toda a maquinaria necessaria para sintetizar melatonina. Portanto, a melatonina
pode ter uma acdo paracrina ou autocrina independente da producéo pineal (Carrillo-
Vico et al., 2004).

A melatonina induz a producéo de interleucina 2 (IL-2) em linfocitos ativados.
Este efeito é mediado por receptores de membrana de melatonina, visto que o
luzindol, bloqueador ndo seletivo de receptores de melatonina MT1 e MT2, bloqueia
a producdo de IL-2 por linfocitos ativados (Lardone et al., 2009). Por outro lado, a
melatonina produzida pela pineal também é capaz de modular os niveis plasmaticos
de IL-2, IL-6 e IL-12. O acompanhamento das concentracGes plasmaticas de
melatonina e IL-2 no plasma de mulheres que sofreram cesariana mostra que até 15
dias apds a cirurgia, quando a producdo noturna de melatonina esta abolida, ndo ha
ritmo de IL-2. Ap6s o 15° dia ocorre a volta do ritmo diario de IL-2, com maiores
concentragfes a noite, que é simultdnea ao aumento da concentracdo noturna de
melatonina (Pontes et al., 2007). Certamente, estes dados recentes que demonstram o
mecanismo de controle de producdo de IL-2 por melatonina devem ser base para 0s
achados de Maestroni, revistos ha dez anos (Maestroni, 2001), que propunha que
melatonina exerce uma acdo auxiliadora do sistema imune em animais e seres

humanos.
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Em 2007, o nosso grupo propds a existéncia de uma relacdo coordenada entre
a producdo de melatonina pela glandula pineal e pelas células imunocompetentes e
que esta Ultima é dependente da sinalizacdo de padrfes moleculares associados a
patdgenos e de citocinas e hormdnios envolvidos na resposta imunolégica (Markus et
al., 2007). Esta conversa cruzada foi denominada de eixo imune-pineal (figura 4).

Durante o estudo dos efeitos da melatonina sobre a migracéo de leucocitos in
vivo foi observado que esta indolamina reduzia em 50% o rolamento e a adeséo de
leucécitos a parede endotelial de vénulas pos-capilares de ratos com altissima
eficacia (Lotufo et al., 2001). A concentracdo efetiva para a reducdo de 50% do
rolamento estava na faixa de pM e da adesdo, na faixa de nM. Portanto,
concentragdes encontradas no plasma a noite levariam a uma diminuicdo da
quantidade de células capazes de migrar para o tecido. Como o0s estudos foram feitos
em ratos, foi formulada a hipotese de que na montagem de uma resposta inflamatoria,
ou resposta imunologica inata, haveria a supressdo da producdo de melatonina pela
glandula pineal, permitindo uma montagem eficiente da resposta inflamatoria.
Conforme a resposta de defesa prosseguisse, a melatonina produzida pelas células
imunocompetentes ativadas teria uma ac¢ao paracrina, inclusive reduzindo a migragéo
celular quando esta ja nao se fizesse tdo necessaria. Na fase de recuperacdo, outro
grupo de moléculas ou um diferente estado de ativacdo dos pinealdcito, criariam as
condicdes necessarias para a restauracao do ritmo diario de melatonina (figura 4).

No momento, varios dos elementos do eixo imune-pineal ja estdo
esclarecidos. Foi demonstrado que LPS e TNF, agindo em receptores localizados nos
pinealdcitos induzem a translocacdo do fator NFKB para o nlcleo e este é
responsavel pela inibicdo da transcri¢do do gene da AA-NAT (Fernandes et al., 2006,
da Silveira Cruz-Machado et al., 2010). Por outro lado, glicocorticoides, atuando
diretamente sobre os pinealocitos bloqueiam o efeito do NFKB potenciando a
producdo de melatonina (Ferreira et al., 2005, Fernandes et al., 2009). Do outro lado
do eixo, foi demonstrado que a incubagdo de fagdcitos do colostro humano com
bactéria Eschirichia coli, ou zimosan, leva a producdo de melatonina (Pontes et al.,
2006).
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Figura 4: Eixo imune-pineal. Em condi¢fes normais, a melatonina liberada pela pineal inibe a
migracdo de neutréfilos sendo esta muito baixa ou inexistente. No comeco de uma resposta
inflamatoria induzida, por exemplo, por LPS, citocinas pro-inflamatérias como o TNF sdo liberadas na
circulacdo que vado atuar sobre a glandula pineal inibindo a producdo de melatonina (fase proé-
inflamatodria). Quando a melatonina é bloqueada, seus efeitos antiinflamatérios sobre as células
endoteliais ndo ocorrem. Este bloqueio admite a montagem da resposta inflamatéria, permitindo a
migracdo de neutréfilos para o tecido infectado. Na medida em que a inflamac&o se resolve (fase de
resolucdo), as células imunocompetentes produzem e liberam melatonina localmente. A melatonina
presente vai ter uma acdo paracrina inibindo migracdo dos neutrofilos. NA= noradrenalina, MEL=
melatonina, TNF= fator de necrose tumoral, LPS= lipopolissacarideo.

Como comentado anteriormente a melatonina é um dos fatores end6genos que
controlam a migracdo de células sanguineas através da camada endotelial.
Certamente, varios outros fatores, tais como os proprios glicocorticoides liberados
pela adrenal controlam esta migracdo celular (Farsky et al., 1995). Desta forma, o
endotélio € um alvo direto da modulacdo hormonal. O entendimento de quais 0s
efeitos ocorrem devido a uma acdo da melatonina sobre estas células pode ser

alcancado pelo estudo em sistemas isolados.
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1.6 CONSIDERACOES

Nesta introducdo fica evidente a complexidade dos efeitos da melatonina e a
multiplicidade de mecanismos de acdo possiveis. Portanto, o estudo dos efeitos da
melatonina em modelos bem definidos, certamente facilitara o entendimento de seu
efeito em situacdes fisioldgicas e fisiopatoldgicas. Em consequéncia, este trabalho
teve como objetivo o estudo, em um modelo in vitro de células endoteliais, do efeito
da melatonina sobre a expressdo de moléculas de adesdo na interacdo neutrofilo-

endotélio utilizando o LPS como estimulador dessa interac&o.
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2 OBJETIVOS

Caracterizar o efeito da melatonina sobre a interagdo neutréfilo-endotélio em
um sistema in vitro. Para tanto, foi determinado o efeito da melatonina sobre:
» ainteragdo neutrofilo-endotélio induzida por LPS;
> a expressdo das moléculas de adesdo ICAM-1 e PECAM-1 induzida
por LPS.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1  ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar adultos, machos, pesando entre 200

e 300 g (3 meses aproximadamente), provenientes do biotério do Instituto de

Biociéncias — USP. Os animais sdo mantidos em ciclo claro-escuro de 12/12 horas

(luzes acesas as 07h00 e apagadas as 19h00), recebendo ra¢do e agua “ad libitum” até

0 momento do experimento.

A realizagdo dos experimentos foi de acordo com o0s principios éticos de

utilizacdo de animais. Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comisséo

de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biociéncias da Universidade de
Sé&o Paulo (protocolo 080/2008).

3.2 REAGENTES

Foram utilizados os seguintes reagentes e fArmacos:

Alcool etilico - Merck (S&o Paulo,SP, Brasil).

Anticorpo monoclonal de rato para ICAM-1 (CD-54) conjugado a
isotiocianato de fluoresceina (FICT) - BD Pharmingen (San Diego, CA,
EUA).

Anticorpo monoclonal de rato para PECAM-1 (CD-31) conjugado a
ficoeritrina (PE) - BD Pharmingen (San Diego, CA, EUA).

Azul de tripan (0,4%) — Cellgro (Manassas, VA, EUA)

EDTA (4cido etileno diamino tetracético) - Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, EUA).

Gentamicina - GIBCO BRL Products (Grand Island, NY, EUA).



e LPS (Escherichia coli, sorotipo 0127:B8) - Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, EUA).

e Luzindol (N-acetil-2-benzitriptamina) - Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, EUA).

e Meio de cultura “Dulbecco’s Modified Eagle Medium” (DMEM) - GIBCO
BRL Products (Grand Island, NY, EUA).

e Melatonina (N-acetil-5-metoxi-triptamina) - Sigma-Aldrich (St. Louis,
Missouri, EUA).

e Pancreatina - GIBCO BRL Products (Grand Island, NY, EUA).

e Percoll - Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA).

e Peroxido de hidrogénio (H,0,) - Invitrogen Life Tecnology (Carlsbad,
CA, EUA).

e Soro fetal bovino - GIBCO BRL Products (Grand Island, NY, EUA).

e Tetrametilbenzidina (TMB, . Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA).

Todos o0s reagentes utilizados apresentavam grau de pureza analitico.
Melatonina e luzindol foram estocados na concentragdo de 10 mM em etanol 3% e
100%, respectivamente. Todos os reagentes restantes foram estocados em H,O
deionizada e purificada por sistema Milli-Q. Os estoques foram diluidos no dia do

experimento.

3.3 CULTURA DE CELULAS ENDOTELIAIS

Células endoteliais provenientes do musculo cremaster foram isoladas de
acordo com o método de Chen e colaboradores, (1995) modificado por Lotufo e
colaboradores, (2001). Os ratos foram sacrificados por decaptacéo. Os animais foram
banhados em etanol 70% e o cremaster retirado em ambiente estéril, lavado em PBS
(composicdo em g/L: NaCl 7,3; Na,HPO, 2,865; NaH,PO, 0,276; KCI 0,3826) e
cortados em pequenos pedacos de aproximadamente 2 X 2 mm. Em cada poc¢o de uma
placa de 24 pocos foram colocados dois pedacos de tecido. ApGs o tempo necessario

para aderir ao fundo (aproximadamente 5 minutos) os tecidos foram cobertos com
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meio de cultura DMEM suplementado com soro fetal bovino (20%). As placas foram
mantidas em estufa (37° C, 5% CO,) e os tecidos retirados ap6s 48 horas. De acordo
com Chen e colaboradores (1995), quando o tecido é incubado por 48 horas, apenas
células sanguineas e células endoteliais migram para a placa. Com as trocas de meio
subsequentes, as células sanguineas sdo eliminadas. Este procedimento foi
comprovado e caracterizado por nosso grupo utilizando marcadores especificos de
células endoteliais (anti-fator de Von Willebrand e anti-CD31) (Tamura et al. 2006).
Células endoteliais migradas do tecido foram mantidas no mesmo ambiente
até atingir confluéncia, trocando-se o meio a cada 48 horas. O tempo para atingir a
confluéncia era de aproximadamente 14 dias. As células foram suspensas utilizando a
enzima pancreatina 2,5 g/mL e utilizadas de acordo com os protocolos descritos a

sequir.

3.4 ENSAIO DE EXCLUSAO POR AZUL DE TRIPAN

Para avaliar a proliferacdo celular foi utilizado o ensaio de exclusdo por azul
de tripan. A cultura primaria foi feita de acordo com protocolo descrito anteriormente.
A estratégia experimental esta descrita a seguir.

Apos entrarem em confluéncia as células foram replaqueadas na concentracao
de 10* células por poco em sete placas de 24 pocos, totalizando 168 pocos. Cada
placa continha 6 pocos com 0s seguintes tratamentos:

1 — meio de cultura

2 — veiculo de melatonina 10 M

3 — melatonina 10 M

4 — melatonina 10° M

O meio de cultura de cada tratamento era trocado a cada 48 h e, portanto, as
celulas foram tratadas nos dias zero, 2, 4 e assim sucessivamente até o fim das
contagens.

A cada dia, durante 16 dias retiramos trés pocos de cada tratamento em mesma
placa para proceder ao teste de exclusédo por azul de tripan (figura 5). Foram

colocados 30 ul contendo as células em eppendorf na presenca de 2 ul de solucgéo de
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azul de tripan (0,4% em salina). Ap6s 5 minutos transferimos 14 ul desta solucéo
contendo as células para cAmara de Neubauer onde foi realizada a contagem das
celulas coradas (ndo viaveis) e ndo coradas (viaveis). Este experimento foi repetido

trés vezes, portanto foi feito com culturas de células de trés animais distintos.

Dia 0

Placa1 Placa 2 Placa 3 Placa 4 Placa5 Placa 6 Placa 7

Dia1 Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Diaé Dia7

Placa 1 Placa 2 Placa 3 Placa 4 Placa 5 Placa 6 Placa7

ALY

Dia8 Dia9 Dia10 Dia13 Dia14 Dia15 Dia16

Placa1 Placa 2 Placa 3 Placa 4 Placa 5 Placa 6 Placa7

Meio de cultura Melatonina 10°M
EI I i . ! |:| Células retiradas

B Veiculode B \iclatonina 104M para contagem
melatonina 10*M

Figura 5: Protocolo de contagem com azul de tripan para avaliar a proliferacdo das células
endoteliais. Apds entrarem em confluéncia, as células foram replaqueadas (dia 0) na concentragdo de
10 células por pogo em 7 placas de 24 pocos, formando quatro grupos distintos: amarelo - meio de
cultura, vermelho - veiculo de melatonina 10* M, verde - células tratadas com melatonina 10° M e
azul - células tratadas com melatonina 10 M. A cada dia que se seguiu as células de trés pogos
diferentes de cada grupo tratado foram retiradas para a contagem (branco) em azul de tripan. Cada dia
esses pogos eram retirados de placas diferentes até terminar as 7 placas. Nos dias 11 e 12 ndo houve
contagem.
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3.5 ENSAIO DE ATIVIDADE METABOLICA (MTT)

O teste de MTT (3-(3-4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina), descrito originalmente por Mosmann (1983), foi usado para avaliar a
viabilidade celular. Enzimas mitocondriais ativas apenas em células vivas sdo capazes
de transformar o substrato tetrazolinico de cor amarela em formazan, que tem cor
azul. Portanto, a leitura espectrofotométrica pode levar a uma avaliacdo da atividade
metabdlica das células e com isto permitir inferéncias sobre a viabilidade celular.

Para avaliar a atividade metabdlica das células endoteliais ao longo do tempo
foi utilizado o seguinte protocolo: células endoteliais em diferentes concentragdes
(10°, 5x10°%, 10*, 5x10* e 10° células/poco) foram aplicadas em placas de 96 pocos. O
meio era trocado a cada 48 horas e este procedimento foi repetido com células
provenientes de trés animais diferentes.

O ensaio de MTT foi realizado em células cultivadas por 1, 2, 3 ou 4 dias. No
dia do experimento as placas foram centrifugadas a 200 g, 4° C por 10 minutos. Foi
retirado todo o sobrenadante, adicionado 100 pl de solucdo contendo MTT (5 mg/mL)
em meio de cultura (na proporc¢éo de 1:9) e as placas foram incubadas por 4 horas em
estufa (5% de CO,, 37° C). Apbs o periodo de incubacdo foi adicionado 100 ul de
DMSO (dimetilsulfoxido, 100%), mantendo as placas em agitacdo por 30 minutos
para homogeneizar. A leitura colorimétrica foi feita em espectrofotdmetro a 540 nm
(“SpectraMAX 250, Molecular Device, CA, EUA ™)

3.6 OBTENCAO DOS NEUTROFILOS

Neutrofilos foram obtidos a partir do sangue retirado com seringa com 100 pl
de EDTA (0,5 M, pH 8,0) da aorta de ratos machos anestesiados por inalacdo de éter.
Os polimorfonucleares foram recuperados por extragdo de “Percoll”: 5 mL de sangue
adicionado a 3 mL de “Percoll” diluido 56% em PBS. Apds uma centrifugacéo de 40
minutos (900 xg), a interface contendo os polimorfonucleares foi retirada e 0s

eritrécitos lisados por choque hipotdnico através de uma centrifugacdo (1500 rpm,
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4°C, 10 minutos) em solucdo de lise contendo em g/L: NH4CI 8,3; NaHCO3 1,0. Este
método permite a obtengdo de uma solucdo com aproximadamente 80% de
neutréfilos. As células foram ressuspensas em solugdo salina “Hanks” balanceada
(HBSS, composicdo em g/L: NaCl 8,1; KCI 0,4 KH,PO, 0,06; CaCl, 0,21;
MgSQO,.7H20 0,24; NaHCO3 0,25; Na,HPO, 0,07; glicose 1,0 ) na concentragdo de
5.10* células/mL.

3.7 ENSAIO DE ADESAO NEUTROFILO-ENDOTELIO IN VITRO

Células endoteliais plaqueadas em placas de 96 pocos foram mantidas em
estufa (37°C, 5% CO,) até atingir confluéncia (aproximadamente 5 dias). Antes de
iniciar o teste com farmacos as celulas endoteliais foram lavadas com solucéo
“Hanks”. O efeito da melatonina sobre a ativacdo da interacdo neutrdfilo-endotélio
induzida por LPS foi determinado em células incubadas com LPS (0,1 — 10 ug/mL)
por 2 horas, na presenca ou auséncia de melatonina (1 nM e 100 uM). O tratamento
agudo de melatonina foi de 2 horas, iniciado junto com LPS, e no tratamento cronico,
as células endoteliais foram incubadas com melatonina por 16 dias. Neste caso as
células foram replaqueadas em placas de 24 pocos contendo ou ndo melatonina de
acordo com cada grupo e o meio foi trocado a cada 48 horas, sempre repondo as
solucdes. Apos os 16 dias, as células foram novamente replaqueadas em placas de 96
pocos (para a realizagdo do experimento) por mais 4 dias totalizando 20 dias de
incubacdo. O grupo controle foi obtido icubando-se as células endoteliais pelo mesmo
periodo na presenca do veiculo dos farmacos em estudo (tampédo fosfato contendo
0,5% de alcool etilico), por 2h e/ou 20 dias. Apos estes tratamentos, as células foram
lavadas novamente com solu¢do de “Hanks” e 0s neutrofilos adicionados (50 pL
contendo 5.10* de neutréfilos) foram incubados por 30 minutos. Apés este periodo os
neutrofilos ndo aderidos foram retirados em outra lavagem com solugdo de “Hanks”.

A quantidade de polimorfonucleares aderidos foi avaliada usando ensaio
colorimétrico para dosagem da enzima mieloperoxidase, segundo o protocolo:
incubagdo por 5 minutos com tetrametilbenzidina (TMB, 25 pL, 1,6 mM) seguida de

incubagdo por 2 minutos com H,O, (100 pL, 0,5 mM). A velocidade da reagéo foi
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reduzida pela adicdo de H,SO4 (50 pL, 1 M,) e a absorbancia determinada em
espectrofotobmetro de placa a 450 nm. A quantidade de células aderidas foi
determinada utilizando-se uma curva padrdo com quantidades conhecidas de

neutréfilos (Tamura et al. 2010 — figura 6 reproducdo de figura ilustrativa).

A B

Ensaio de mieloperoxidase
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Figura 6: Curva padrédo de calibragdo do ensaio de adesao de neutrdéfilos em células endoteliais.
A - Imagem representativa de doses decrescentes de neutréfilos até o branco (pogo sem neutréfilos)
para a realizagdo da curva padrdo do ensaio de mieloperoxidase. B - Média de curvas padrfes obtidas
em diferentes dias experimentais. Imagens representativas de C - células endoteliais em confluéncia e
D — com neutréfilos aderidos as células endoteliais. Seta indica neutréfilo aderido as células
endoteliais. Barra de escala= 50um. PMN= polimorfonucleares. Fonte: adaptado de Tamura et al.,
2010.

3.8 IMUNOCITOQUIMICA PARA MOLECULAS DE ADESAO (PECAM-1)

As células endoteliais foram plaqueadas na concentragdo de 1x10” células por
poco, em placas proprias para imunocitoquimica e incubadas por 48 horas em estufa a
37°C, 5% CO,. Apos este periodo as células foram incubadas com LPS (1 pg/ml, 2
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horas, 37°C, 5% CO,) seguida de incubacdo com anticorpo para PECAM-1 (anti-
CD31) conjugado a molécula fluorescente PE (80 pl, diluicdo 1:50, 20 minutos, 4°C).
As placas foram lavadas com PBS, seguido de solucdo fixadora (metanol + acetona
1:1, 15 minutos, -20°C). As células foram novamente lavadas com PBS (3 vezes) e
posteriormente montadas em laminas com solugdo glicerol (1:1 diluida em PBS). A
analise da imunomarcacdo foi realizada através de microscopia confocal (LSM 510;
Carl Zeiss, Jena, Germany). A marcacdo foi excitada a 543 nm e as fluorescéncias

foram emitidas a 560-575 nm.

3.9 IMUNOCITOQUIMICA PARA MOLECULAS DE ADESAO (ICAM-1)

As células endoteliais foram plaqueadas na concentracdo de 10 células por
poco, em placas proprias para imunocitoquimica e incubadas por 48 horas em estufa a
37°C, 5% CO,. Apos este periodo as células foram incubadas com LPS (37°C, 5%
CO,; concentracGes e tempo indicados nos graficos) seguida da incubacdo com
anticorpo para ICAM-1 conjugado ao fluorescente FITC (80 pul, diluicdo 1:75, 20
minutos, 4°C). As placas foram lavadas com PBS, seguido de solucdo fixadora
(metanol + acetona 1:1, 15 minutos, -20°C). As células foram novamente lavadas
com PBS (3 vezes) e posteriormente montou-se as laminas com solucéo glicerol (1:1
diluida em PBS). A andlise da imunomarcacdo foi realizada através de microscopia
confocal (LSM 510; Carl Zeiss, Jena, Germany). A marcacao foi excitada a 488 nm
(laser argbnio) e as fluorescéncias foram emitidas a 515-530 nm.

Para a quantificacdo da expressdo de PECAM-1 e ICAM-1, trés campos de
cada lamina contendo de 4-8 células foram selecionados aleatoriamente. Apds isso, a
area de cada célula foi selecionada e a fluorescéncia emitida foi quantificada

utilizando-se o aplicativo ROI do préprio microscépio confocal.
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3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média (EPM). A
comparacdo das medias entre dois grupos foi feita pelo teste “t de Student” e entre
mais que dois grupos foram comparados por andlise de variancia de amostras
independentes seguida do teste de “Newman-Keuls . A probabilidade de 5% (p<0,05)
foi considerada como diferenca significativa entre os grupos. As curvas concentracdo-
resposta foram obtidas através de regressdo ndo-linear. Toda a andlise estatistica foi
feita por meio do “software GraphPad Prism®” versao 5.00 (GraphPad Software®©).
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITO DA MELATONINA NA PROLIFERACAO DE CELULAS
ENDOTELIAIS

Com o objetivo de caracterizar que os resultados observados sobre o efeito da
melatonina na expressdo de proteina em culturas de células endoteliais ndo fosse
consequéncia de um efeito sobre a proliferagdo celular, as culturas foram tratadas
cronicamente com melatonina (10° M e 10* M). A avaliagéo da proliferacdo celular
pelo método de azul de tripan mostrou que apenas ap0s 16 dias melatonina inibiu
significantemente (p<0,05) o crescimento celular (figura 7). Nos demais

experimentos apresentados, melatonina foi incubada por apenas duas horas.
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Figura 7: Efeito da melatonina na proliferacdo de células endoteliais tratadas cronicamente. As
células endoteliais foram tratadas com melatonina nas concentragdes: 10° M ou 10 M, ou veiculo,
por 16 dias consecutivos sendo reposta a cada 48 horas. Valores representados pela média + e.p.m. de
3 pogos distintos por animal. N= 3 animais.

* - significativamente diferente do controle (p < 0,05).
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4.2 PADRONIZACAO DO ENSAIO DE ADESAO NEUTROFILO-ENDOTELIO
IN VITRO

4.2.1 Determinagdo da concentracdo de celulas endoteliais

Inicialmente foi realizada a padronizagdo dos ensaios com o intuito de
estabelecer condigcOes ideais de cultivo. Para tanto, determinamos a concentragdo
ideal de células endoteliais a serem utilizadas no ensaio para um crescimento mais
homogénio das mesmas entre os diferentes grupos. Células endoteliais em diferentes
concentracdes (10°, 5x10°, 10* 5x10* e 10° células/poco) foram plaqueadas e
incubadas por 1, 2, 3 e 4 dias, realizando-se o ensaio de MTT.

Os resultados apresentados na figura 8 mostram que diferentes concentracdes
de células plaqueadas leva a um aumento progressivo do nimero de celulas e também
altera o tempo para que estas alcancem a confluéncia. As concentracdes de 10*, 5x10*
e10° atingiram a comfluéncia no quarto dia de cultivo, provavelmente a concentracéo
de 10° tenha atingido essa confluéncia no terceiro dia. Em experimentos anteriores
realizados por nosso grupo havia sido verificado que quando as células eram
plagueadas na concentragéo de 10 células/poco a confluéncia era atingida entre cinco
ou seis dias de cultura (comunicacdo pessoal Eduardo Koji Tamura). Portanto, nas
outras concentragdes utilizadas as células demorariam mais que quatro dias para
atingirem a confluéncia.

Podemos observar no grafico que as concentracfes experimentais ideais
seriam as de 10* e 5x10* células/poco por apresentarem um crescimento homogeénio,
sem muita morte celular inicial. Portanto utilizamos a concentracio de 10°

células/pocgo nos experimentos seguintes.
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Figura 8: Relagdo do crescimento celular ao longo do tempo. Células endoteliais em diferentes
concentracdes (10°, 5x10°% 10%, 5x10* e 10° células/poco) foram plaqueadas em trés placas de 96 pocos
(cada placa continha células de ratos diferentes) e incubadas de 1-4 dias seguindo os procedimentos
normais para manter a cultura (trocando-se 0 meio a cada 48 horas). O ensaio de MTT foi realizado a
cada dia durante 4 dias.

4.2.2 Determinacao da concentracédo de neutroéfilos

Em placas contendo células endoteliais foram adicionadas quantidades
crescentes de neutrofilos (800 a 50.000) e observada a sua aderéncia. O nimero de
neutrofilos aderidos as células endoteliais aumentou de maneira dependente da
quantidade de neutrofilos adicionados a elas (figura 9). A adesdo foi calculada
usando-se uma curva padrdo de calibracio em pocos contendo quantidades
conhecidas de neutréfilos. Nos experimentos subsequentes foi utilizado um total de
5x10* neutréfilos, visto que foi observada uma boa distingao entre a reagdo corada na

auséncia e presenca de neutrofilos.
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Figura 9: Relacdo entre quantidade de neutrofilos adicionados e aderidos em placas contendo
células endoteliais. Este ensaio foi repetido com culturas de células endoteliais obtidas de dois ratos,
processadas em periodos diferentes. Cada ponto representa valores medidos em 8 a 16 pocos
diferentes. Valores apresentados por média + e.p.m. A curva foi tracada de acordo com um ajuste ndo
linear.

4.2.3 Efeito do LPS na adesdo de neutrofilos

Estes experimentos foram realizados dois protocolos: um incubando somente
as celulas endoteliais, e outro incubando tanto as células endoteliais quanto os
neutrofilos com LPS. Para o primeiro protocolo, as células endoteliais foram
incubadas com LPS por duas horas, seguida de lavagem com “Hanks” e incubagdo
com os neutréfilos por mais 30 minutos na auséncia de LPS. No outro protocolo,
houve uma incubacdo prévia das células endoteliais (2 horas) e dos neutrofilos (5
minutos) com LPS seguida de co-incubacéo dos dois tipos celulares ainda na presenca
de LPS por mais 30 minutos. Em ambos os protocolos LPS induziu um aumento da

adesdo de neutrdfilos a cultura de células endoteliais dependente da concentragdo
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(figura 10). O maximo de resposta em ambos os protocolos foi observado com a

concentracdo de 1,0 ug/mL de LPS.
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Figura 10: Curva concentracdo-resposta de LPS sobre a adeséo de células endoteliais. As células
endoteliais foram estimuladas com LPS nas concentrages 0,1; 1,0 e 10 pg/ml por duas horas. Em
cinza (quadrado), somente as células endoteliais foram incubadas com LPS (2 horas). Em preto
(circulo), tanto as células endoteliais (2 horas) como os neutréfilos (5 minutos) foram incubados com
LPS. Apos o periodo de incubacdo os neutréfilos foram adicionados as celulas endoteliais para
aderirem por 30 minutos. Dados apresentados como média + e.p.m. medidos de 8 pogos distintos de 3
culturas diferentes. A curva foi tracada de acordo com um ajuste ndo linear seguindo uma equacdo
sigmoide.

4.2.4 Efeito do LPS na expressdo de PECAM-1

PECAM-1 é uma molécula de adesdo expressa constitutivamente em células

endoteliais servindo como um de seus marcadores (Dong et al., 1997). O ensaio de
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imunocitoquimica foi realizado com células endoteliais (10* células no inicio do
experimento) cultivadas por 48 horas e incubadas com LPS por 2 horas nas
concentracdes 0,1; 1,0 e 10 ug/ml. A analise da expressao de PECAM-1 foi realizada
por microscopia confocal. O efeito maximo de expressdo dessas moléculas foi
observado com a concentragdo de LPS 1,0 pg/ml e a resposta foi mantida com a

maxima concentracdo utilizada de 10 ug/ml (figura 11).
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Figura 11: Curva dose-resposta de LPS sobre a expressao de moléculas de adesdo PECAM-1. As
células endoteliais cultivadas em placas para imunocitoguimica foram estimuladas com LPS nas
concentracdes 0,1; 1,0 e 10 ug/ml por 2 horas. Apds este periodo as células foram incubadas com
anticorpo para PECAM-1 (diluicdo 1:75) conjugado a molécula fluorescente PE, por 20 minutos a 4°
C. As células foram fixadas e a quantificacdo foi feita por microscopia confocal, medida em 5 a 10
células distintas, para cada grupo de 3 culturas diferentes Os dados estdo expressos como média +
e.p.m e foram ajustados por regressao néo linear.

47



4.2.5 Efeito do LPS na expressao de ICAM-1

As células endoteliais (10* células/pogo) foram cultivadas por 48 horas em
placas préprias para imunocitoquimica. Apés esse periodo foram incubadas com LPS
na concentragdo 1,0 ng/ml nos diferentes tempos (30 minutos, 1 e 2 horas) e a leitura
feita em microscopia confocal. O gréfico abaixo (figura 12) mostra que, com 30
minutos, o aumento da expressao de ICAM-1 é maximo entrando em um platd nos
dois tempos seguintes.

Considerando que 2 horas de LPS foi suficiente para aumentar a expressao de
ICAM-1, PECAM-1 e adesdo de neutréfilos, passamos a usar este tempo para analisar

o efeito da melatonina.
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Figura 12: Curva de tempo da expressdo de moléculas de adesdo ICAM induzida por LPS. As
células endoteliais cultivadas em placas para imunocitoquimica foram estimuladas com LPS 1ug/ml,
por 30 minutos, 1 e 2 horas. Apos estes periodos as células foram incubadas com anticorpo para
ICAM-1 (diluicdo 1:50) conjugado a molécula fluorescente FITC por 20 minutos a 4° C. As células
foram fixadas e a quantificacéo foi feita por microscopia confocal, medida em 7 a 10 células distintas,
para cada grupo de 3 culturas diferentes. Os dados estdo expressos como média + e.p.m e foram
ajustados por regressdo ndo-linear.
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4.3 EFEITOS DA MELATONINA

4.3.1 Adesédo de neutrofilos

O estimulo de células endoteliais com LPS 1,0 ug/ml por 2 horas aumentou
significativamente a capacidade de aderir neutr6filos quer em células endoteliais
incubadas apenas com meio de cultura quer nas incubadas com melatonina por 20
dias (tratamento cronico, trocando-se 0 meio com melatonina a cada 48 horas) (figura
13). A incubacéo das células endoteliais por apenas duas horas com melatonina (107
M ou 10 M) inibiu o efeito do LPS (figuras 13 e 14). Portanto, melatonina incubada
de forma aguda é capaz de inibir o efeito estimulante de LPS. Além disso, a
incubagdo com melatonina por longos prazos ndo leva a processos de
dessensibilizacdo. Considerando que a melatonina poderia estar sendo metabolizada
in vitro j& que a troca de meio era feita a cada 48 horas, podemos concluir que o
efeito da melatonina sobre o aumento da adeséo de neutréfilos em células endoteliais,

nessas condigdes, pode ser reversivel.
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Figura 13: Efeito do tratamento agudo (2 horas) e cronico (20 dias) da melatonina sobre a adeséo
de neutrofilos em células endoteliais in vitro. Células endoteliais tratadas ou ndo com LPS 1 pg/ml (2
horas) foram incubadas simultaneamente, ou por 20 dias com melatonina 10° M. Durante o tratamento
cronico, o meio contendo melatonina foi trocado a cada 48 horas. Apo6s os periodos de incubacéo,
neutréfilos (5x10%) foram adicionados para aderirem por 30 minutos. A quantidade de neutréfilos
aderidos foi medida através de reacdo de mieloperoxidase. Os valores sdo expressos como
porcentagem de células aderidas considerando como normalizador o grupo ndo tratado (100%). Os
dados demonstram média * e.p.m da porcentagem de células aderidas obtidas em 4 culturas diferentes.
Para cada cultura foram plaqueados 4 a 8 pogos na mesma condi¢ao experimental.

* - significativamente iguais entre si e significativamente diferentes de todos os outros grupos
(P<0,05).
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Figura 14: Efeito da melatonina e do antagonista luzindol sobre a adesdo de neutroéfilos. Células
endoteliais foram incubadas por 2 horas com LPS 1,0 ug/ml na presenca ou auséncia de melatonina
(10° M e 10 M), sendo alguns grupos pré-incubados por 1 hora com o antagonista competitivo de
melatonina, luzindol (10° M). A seguir foram adicionados 5x10* neutréfilos. A quantidade de
neutréfilos aderidos apds 30 minutos de sua adicdo foi medida através de reacdo de mieloperoxidase.
Os valores sdo expressos como porcentagem de células aderidas considerando como normalizador o
grupo ndo tratado (100%). Os dados demonstram média + e.p.m da porcentagem de células aderidas
obtidas em 4 culturas diferentes. Para cada cultura foram plaqueados 4 a 8 pogos na mesma condicdo
experimental.
* - significativamente diferente de todos os outros grupos (P<0,05).

4.3.2 Expressao de moléculas de adesdo PECAM-1 e ICAM-1

Células endoteliais (10*) foram cultivadas por 48h em placas proprias. As
celulas foram incubadas com LPS (2h) nas concentragdes 0,1; 1,0 e 10 pg/ml e
melatonina 10° e 10 M (2h). A analise da expressdo de moléculas de ades&o
PECAM-1 e ICAM-1 foi realizada através de ensaios de imunocitoquimica, e a

leitura feita em microscopia confocal.
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Nas figuras 15 e 16 s@o apresentadas imagens representativas da expressao de
PECAM-1 e ICAM-1, respectivamente, para a incubagdo com LPS seguido de
tratamento com a menor concentragdo de melatonina.

Os resultados mostram que melatonina inibe o aumento da expressdo de
moléculas de adesdo (PECAM-1 e ICAM-1) em células endoteliais em cultura
induzido por LPS e este efeito ocorre tanto em concentracdes baixas (10° M) quanto
em concentrag®es mais altas de melatonina (10 M) (figuras 17 e 18).

/PECAM-1

LPSOL1 pg/ml LPS10 “9/m| LPS 10,0 pg/ml

controle

LPS 0,1 pg/ml + LPS 1,0 pg/ml + LPS 10,0 ug/ml +
Melatonina 10°M Melatonina 10°M Melatonina 10°M

Figura 15: Imagem representativa do efeito da melatonina sobre a expressédo de PECAM-1
induzida por LPS. As células endoteliais (1x10*) foram cultivadas por 48 horas em placas proprias
para imunocitoquimica. Ap6s esse periodo as células foram incubadas com LPS (2 horas) nas
concentragdes 0,1; 1 e 10 pg/ml e melatonina 10° M (2 horas). A leitura foi feita em microscopia
confocal. Em azul, 4,6-diamidino 2-fenilindol, diidrocloreto (DAPI), marcador nuclear. Em amarelo,
moléculas de adesdo PECAM-1.
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Figura 16: Imagem representativa do efeito da melatonina sobre a expresséo de ICAM-1
induzida por LPS. As células endoteliais (1x10*) foram cultivadas por 48 horas em placas proprias
para imunocitoquimica. Ap6s esse periodo as células foram incubadas com LPS (2 horas) nas
concentragdes 0,1; 1 e 10 ug/ml e melatonina 10° M (2 horas). A leitura foi feita em microscopia
confocal. Em azul, 4,6-diamidino 2-fenilindol, diidrocloreto (DAPI), marcador nuclear. Em verde,
moléculas de adesdo ICAM-1.

Avaliamos entdo se o efeito da melatonina em inibir a expressdo de moléculas
de adeséo era devido a ativacdo de seus receptores de membrana (MT1, MT, e MT5).
Para isso, usamos o0 luzindol, um bloqueador nao seletivo dos receptores de
membrana de melatonina (figuras 17 e 18).

As células endoteliais (10* células/poco) foram cultivadas por 48 horas em
placas proprias para imunocitoquimica. As células foram pré-incubadas com luzindol
10°M (concentragdo capaz de inibir todos os receptores de membrana de melatonina)
por 1 hora e posteriormente foi adicionado LPS (1 pg/ml) e/ou melatonina 10° M e
10™* M por 2 horas. A leitura foi feita em microscopia confocal.

Os dados mostram que tanto para inibir a expressao de PECAM-1 quanto
ICAM-1 a melatonina ndo atua via receptores de membrana, pois o bloqueio dos

mesmos com luzindol ndo foi capaz de reverter a acdo da melatonina.
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Figura 17: Efeito da melatonina e de luzindol sobre a expressdo de PECAM-1 induzida por LPS.
As células endoteliais (10* células/poco) foram cultivadas por 48 horas em placas proprias para
imunocitoquimica. As células endoteliais foram incubadas com LPS (1,0 pg/ml) na presenca de
melatonina (10° M ou 10 M) ou veiculo. O antagonista de receptores de melatonina, luzindol (10”
M), foi pré-incubado por 1 hora. A leitura foi feita em microscopia confocal. Os dados demonstram
média * e.p.m da porcentagem de expressao de PECAM-1 obtidas em 4 culturas diferentes. Para cada
cultura foram plaqueados 4 a 8 pogos na mesma condicdo experimental.

* - significativamente diferente de todos os outros grupos (P<0,05).
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Figura 18: Efeito da melatonina e de luzindol sobre a expressio de ICAM-1
induzida por LPS. As células endoteliais (10* células/poco) foram cultivadas por 48
horas em placas proprias para imunocitoquimica. As células endoteliais foram
incubadas com LPS (1,0 pg/ml) na presenca de melatonina (10° M ou 10* M) ou
veiculo. O antagonista de receptores de melatonina, luzindol (10° M), foi pré-
incubado por 1 hora. A leitura foi feita em microscopia confocal. Os dados
demonstram média + e.p.m da porcentagem de expressdo de ICAM-1 obtida em 4
culturas diferentes. Para cada cultura foram plaqueados 4 a 8 pogos na mesma
condi¢ao experimental.

*- significativamente diferente de todos os outros grupos (P<0,05)
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5 DISCUSSAO

Celulas endoteliais em cultura tém sido importante fonte de informagao sobre
a interacdo entre substancias presentes na corrente sanguinea e a reatividade ou
permeabilidade vascular. Apesar da retirada das células de seu meio natural, o uso de
células isoladas permite avaliar as mesmas como alvos diretos de substancias
circulantes. A retirada das células para cultura pode causar a perda de algumas de
suas funcbes, criando uma situacdo artificial, podendo tornar os resultados
contraditérios aos encontrados in vivo. No intuito de manter a integridade das células,
as culturas foram feitas de acordo com protocolo elaborado inicialmente por Chen e
colaboradores (1995), o qual ndo utiliza nenhuma substéancia proteolitica que possa
prejudicar a membrana das células cultivadas, esperando que elas migrem por conta
propria do tecido para a placa de cultura. Assim, evitamos a perda de suas funcgdes
normais.

O ensaio funcional utilizado neste trabalho avaliou o nimero de neutrofilos
aderidos as células endoteliais cultivadas, revelado a partir de uma reacao
colorimétrica da enzima mieloperoxidase. Esta € uma enzima presente apenas nos
neutrofilos e ndo nas células endoteliais. Em vista da variabilidade observada neste
ensaio, fez parte desta dissertacdo de mestrado caracterizar condi¢bes controladas
para 0 uso das células endoteliais em cultura. Inicialmente foi avaliado se a
melatonina alteraria a cultura celular utilizada em nossos experimentos, visto que em
outros modelos celulares a melatonina tem efeito antiproliferativo, como de células
provenientes de tumores de mama sensiveis a estrogenos e de células de melanoma S-
91 (Kiefer et al., 2002; Kadekaro et al., 2004). Interessante notar que em ambos 0S
tipos celulares a superexpressdo de receptores para melatonina MT; aumentava o
efeito antiproliferativo da melatonina.

Ao avaliar as curvas de crescimento de células endoteliais, caracterizadas a
partir da expressdo de PECAM-1 (Dong et al., 1997), na presenca de melatonina (10
9 e 10™M) verificamos que esta indolamina s6 é capaz de inibir significativamente o
crescimento de células endoteliais apos 16 dias de cultivo (reveja na figura 7).
Portanto, da mesma forma como observado em algumas células tumorais (Martin et

al.,2006; Moretti et al., 2000) e células endoteliais derivadas de corddo umbilical
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humano (Cui et al., 2006), as células endoteliais derivadas de musculo cremaster de
rato ndo tem seu namero alterado por incubagdo de duas horas com melatonina. Este
efeito antiproliferativo in vitro da melatonina pode ser alvo para diversos estudos com
0 intuito de entender melhor este mecanismo para futuros estudos contra o cancer,
pois sabemos que o crescimento do cancer se dé devido a vasta irrigacdo das células
cancerosas pela formacao de novos vasos sanguineos ao redor das mesmas (Gardlik et
al., 2011). Caso a melatonina seja capaz de inibir o crescimento desses novos vasos,
as células cancerigenas ndo terdo mais fonte de alimentacdo, podendo causar a
inibicdo de seu crescimento e/ou sua morte.

Ainda com o intuito de estabelecer condicGes ideais de cultivo determinamos
a concentragdo ideal de células endoteliais a serem utilizadas no ensaio para um
crescimento mais homogéneo das mesmas. Entre os cuidados com este tipo de cultura
celular, também é importante salientar a hora de morte dos animais doadores, visto
que a atividade das células endoteliais em cultura varia de acordo com as condigdes
do animal doador (Margola, 2011). Os experimentos apresentados neste trabalho
foram todos realizados com animais sacrificados entre 11h00 e 13h00. Os resultados
mostraram que dependendo da concentracdo de células endoteliais colocadas na placa
de cultura o tempo para que estas alcancem a confluéncia se altera. As concentracées
10*. 5x10* células/poco atingiram a confluéncia no quarto dia de cultivo. Escolhemos
a concentracdo menor de células endoteliais para todos 0s nossos experimentos.

Tendo estabelecido essas condi¢ctes de cultivo, passamos a analizar o efeito do
LPS sobre a interacdo neutrdfilo-endotélio. Dados da literatura mostram que o LPS é
capaz de aumentar a adesdo de neutrofilos e a expressao de moléculas de adesdao em
células endoteliais se injetado localmente no animal (Andonegui et al., 2002). Nestes
casos, ndo sabemos se o efeito observado é devido a uma ativacdo apenas das células
endoteliais ou se ao injetar a substancia no animal ocorre toda uma reacdo melhor
fundamentada espaco e temporalmente. Para entendermos esse efeito, foram
realizados dois protocolos: 1) incubando-se apenas as células endoteliais com LPS
antes da exposicdo aos neutréfilos; 2) incubando-se ambas as células, endoteliais e
neutrofilos, simultaneamente com LPS. Nossos dados mostraram que ndo houve
diferenca entre os dois protocolos. Portanto, nos demais experimentos optamos por

realizar o pré-tratamento somente das células endoteliais. Em resumo, o tratamento de
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células endoteliais em cultura com LPS aumenta a capacidade de adesdo de
neutrofilos.

Nossos experimentos com expressdo de moléculas de adesdo (PECAM-1 e
ICAM-1) mostram que LPS induz a expressdo de ambas as moléculas. Todas estas
proteinas sabidamente fazem parte do conjunto de moléculas responsaveis pela
montagem da resposta inflamatoria, cujos genes podem ser ativados por LPS via
interacdo com receptores TLR4 e a translocagdo nuclear do fator de transcrigcdo
NFKB (Hebeda et al., 2011; Kim et al., 2011). De acordo com o observado para a
expressdo de iINOS (Tamura et al., 2009), a maxima adeséo de neutrofilos e expressao
de PECAM-1 foi atingida com LPS 1 pg/ml. Portanto, esta concentracdo foi usada em
todos os experimentos subsequentes.

Apos verificarmos o efeito do LPS em nossas culturas passamos para o
objetivo principal deste trabalho que foi avaliar o efeito da melatonina na interacéo
neutrofilo-endotélio induzido por LPS. Nossos dados mostram o tratamento das
células endoteliais por duas horas com melatonina (10° e 10* M) foi capaz de inibir
tanto a adesdo de neutrofilos quanto a expressdo de moléculas de adesdo (PECAM-1
e ICAM-1) com ambas as concentra¢es. Apos isso, utilizamos um bloqueador nédo
seletivo para receptores de melatonina, luzindol (10° M), para verificarmos se seu
efeito inibitério era mediado por seus receptores de membrana. Os dados mostram
que luzindol ndo foi capaz de reverter o efeito inibitério da melatonina tanto no
aumento da adesdo de neutrofilos quanto na expressédo de moléculas de adesao.

Melatonina em concentragbes proximas as utilizadas neste trabalho (10™M)
também é capaz de inibir a expressdo de INOS e a producdo de NO induzidas por
LPS em células endoteliais (Tamura et al., 2009) e em macro6fagos murinos (Gilad et
al., 1998). Além disso, foram observados efeitos da melatonina sobre a producéo
cosntitutiva de oxido nitrico nas células endoteliais independentes da ativacdo de
receptores nessa mesma concentracdo (Tamura et al., 2006; Silva et al., 2007). Estes
efeitos da melatonina sdo mediados pela inibicdo da via de transcricdo NFKB (Gilad
et al., 1998, Tamura et al., 2009). Os dados obtidos com luzindol sugerem que 0s
efeitos aqui analisados ndo sdo mediados pelos receptores de melatonina classicos
(MT1, MT2 ou MT3). Segundo Dubocovich e colaboradores (1998), a concentracao
de luzindol aqui utilizada (10° M) seria suficiente para bloquear de forma

inespecifica todos os subtipos de receptores. Em retina isolada de coelho foi visto que
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luzindol (4x10'M) bloqueou os efeitos mediados por receptores de melatonina MT; e
MT, (Dubocovich et al.,1997). Em linhagens de células transfectadas, a concentracao
de 1x107M de luzindol foi capaz de inibir o receptor MT; e com 0,1x10”'M inibiu o
receptor MT(Dubocovich et al., 1997). Apesar dos receptores de melatonina do
subtipo MT, serem mais sensiveis ao luzindol que os MT;, reforcamos que a
concentragdo aqui utilizada deveria bloguear todos os subtipos.

A expressao de moléculas de adesdo induzida por LPS é mediada por ativacdo
de TLR4 e ativacdo de NFKB (Gay e Gangloff, 2007, Pober e Sessa, 2007),
considerando isso, um mecanismo de acdo que poderia explicar o efeito da
melatonina sobre as células endoteliais seria o bloqueio da translocacdo nuclear de
NFKB (Chuang et al., 1996, Gilad et al., 1998, Tamura et al., 2009, Cecon et al.,
2010).

Os dados de inibi¢ao da adesdo de neutréfilos por melatonina “in vitro” feita
no presente trabalho comparados com os dados obtidos por microscopia intravital
(Lotufo et al., 2001) mostra uma incongruéncia. Enquanto os efeitos da melatonina
“in vitro” nao foram bloqueados por luzindol, os efeitos “in vivo” foram bloqueados
por este antagonista e o perfil farmacologico de seus efeitos sugere que a inibicdo do
rolamento de neutréfilos sobre as células endoteliais de vénulas pos capilares seria
mediado por receptores MT,, e o efeito da melatonina bloqueando a adesdo de
neutrofilos seria mediada por receptores de melatonina MT; (Lotufo et al., 2001).
Neste ponto, ¢ preciso salientar que os estudos “in vivo” foram feitos usando o LTB4
(Leucotrieno B4) e o LPS. Desta forma, ndo podemos descartar que a melatonina
poderia atuar sobre receptores de membrana também em células endoteliais isoladas,
mas podemos inferir que o efeito desta indolamina sobre LPS é mediado por outro
mecanismo de acao.

Avaliamos também o efeito do tratamento crénico com melatonina e
observamos que ao tratarmos as células endoteliais por 20 dias com melatonina (10
M), esta perdeu seu efeito inibitorio da adesdo de neutrofilos e da expressdo de
moléculas de adesdo induzidos por LPS. No entanto, ao recolocarmos melatonina,
nessas mesmas células tratadas cronicamente, 2 horas antes do experimento, seu
efeito voltou a ocorrer.

Ja foi demonstrado in vivo que os receptores de melatonina MT, sdo passiveis

de dessensibilizacdo apos ativacao cronica (Hazlerigg et al., 1993; Mackenzie et al.,
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2002), e no nosso trabalho verificamos que mesmo apds o tratamento crénico com
melatonina seguida de tratamento agudo seu efeito ainda é observado, sugerindo mais
uma vez que o efeito da melatonina poderia ndo ser via ativacdo de receptores.
Apesar da expressdo de receptores MT, j& ter sido observada na camada intima da
artéria caudal de ratos (Masana et al., 2002), nas células endoteliais obtidas do
cremaster de ratos (utilizadas neste trabalho) ndo foram encontrados tais receptores
(Silva et al., 2007). Portanto, as agdes da melatonina observadas podem ocorrer tanto
de maneira dependente quanto independente da ativacdo de seus receptores de
membrana, o que ir4 diferir esta maneira serd& o modelo utilizado e a molécula
estimuladora.

Podemos destacar ainda que apesar dos dados obtidos neste trabalho serem
insuficientes para descartar uma participacdo de receptores de membrana, Vvisto que
ndo foi feito um estudo farmacodinamico completo da interacdo ligante-receptor, a
melatonina tem a capacidade de atravessar facilmente a membrana das células, devido
ao alto coeficiente de particdo Oleo/agua (Shida et al., 1994). Por conta desta
caracteristica, a melatonina possui varios alvos intracelulares, sendo capaz, por
exemplo, de se ligar com alta afinidade a calmodulina podendo interferir em diversos
processos fisiologicos, e de se ligar a receptores nucleares das familias ROR (receptor
orfao para acido retindide) e RZR (receptor Z para acido retindide) (para reviséo,
Luchetti et al., 2010),. Assim, além de seus receptores proprios, a interacdo com
outras proteinas e enzimas, possibilita a melatonina uma diversidade muito grande de
efeitos (revisto por Markus et al., 2003).

Nossos dados permitem concluir que o estimulo de células endoteliais in vitro
com LPS é capaz de aumentar tanto a expressdo de moléculas de adesdo (PECAM-1 e
ICAM-1) quanto a adesdo de neutrofilos em células endoteliais. O tratamento das
células endoteliais com melatonina, tanto em concentracdes proximas as encontradas
no pico plasmatico noturno (10 M) quanto em altas concentragdes (10™ M) foi capaz
de inibir ambas as respostas. O tratamento continuo com melatonina (10° M) ao
longo de 20 dias ndo é capaz de inibir o0 aumento da adesdo neutrofilica induzida por
LPS, e quando a melatonina € recolocada duas horas antes do experimento a inibicao

volta a ocorrer.
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Em resumo, o presente trabalho mostra que a melatonina atua sobre células
endoteliais de forma reversivel bloqueando a adesdo de neutrofilos e a expressao de

moléculas de adesdo nas mesmas, induzidas por LPS (figura 19).

PECAM-1 %ICAM-I  Integrinas

Figura 19: LPS aumenta a expressdo de moléculas de adesdo e melatonina inibe esse aumento.
Durante um processo inflamatério agudo iniciado por exemplo, por LPS ha um aumento da expressao
de moléculas de adesdo tanto PECAM-1 quanto ICAM-1. Quando as células endoteliais sdo tratadas
com melatonina por 2 horas esse aumento € inibido. LPS= Lipopolissacarideo, MEL= melatonina,
PECAM-1= moléculas de adesdo de células endoteliais e plaquetas tipo 1, ICAM-1= molécula de
adesdo intracelular tipo 1.



6 CONCLUSOES

o LPS aumenta a adesdo de neutréfilos em células endoteliais in vitro

o Melatonina aguda inibe a adeséo induzida por LPS.

o Melatonina crdnica ndo tem efeito sobre a adesdo induzida por LPS

o LPS aumenta a expressao de moléculas de adesdo PECAM-1 e ICAM

o Melatonina bloqueia o0 aumento da expressdo de moléculas de adesdo induzido
por LPS.

o Melatonina ndo é capaz de inibir a proliferacdo de células endoteliais com

duas horas de incubagao.
o Luzindol n&o bloqueou o efeito da melatonina em inibir a adesdo e a

expressdo de moléculas de adeséo.
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7 RESUMO

Melatonina, indolamina amplamente distribuida entre os seres vivos, é o
hormdnio da glandula pineal e também € produzida de forma paracrina por células
imunocompetentes estimuladas. A producdo de melatonina pela glandula pineal
ocorre apenas no escuro e este hormdnio serve para marcar a existéncia e a duracéo
da noite. A monocamada de células endoteliais que reveste 0s vasos sanguineos
forma uma interface entre o sangue e os tecidos sendo, portanto, um sensor da
presenca de melatonina circulante. Essas células participam de diversos processos
fisiologicos e fisiopatoldgicos, como na migragédo dos leucécitos durante a montagem
de uma resposta inflamatoria. Neste caso as células endoteliais sdo capazes de
responder a padrdes moleculares associados a patdgenos tais como,
lipopolissacarideos (LPS) de bactérias Gram negativas. Melatonina circulante modula
a interagdo leucocito endotélio em ratos e a expressdo de moléculas de adesdo em
células endoteliais cultivadas. Este trabalho foi planejado com o objetivo de entender
o efeito da melatonina sobre células endoteliais. Para tanto, todos os estudos foram
feitos em células cultivadas ativadas ou nao com LPS. Todos os ligantes foram
administrados diretamente as culturas de células. Verificamos que LPS promove a
expressdo de moléculas de adesdo (PECAM-1 e ICAM-1) e aumenta a adesdo de
neutréfilos. Melatonina (10 e 10”M, 2h) inibe ambas as respostas. Um tratamento
crénico com melatonina (20 dias) ndo dessensibiliza a resposta. Portanto, nossos
dados mostram claramente que o efeito da melatonina se da diretamente sobre as
células endoteliais, abrindo a perspectiva de um estudo direto dos mecanismos de

acdo envolvidos nos efeitos gerados pela melatonina.
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8 ABSTRACT

Melatonin, an indoleamine widely distributed among living beings, is the
hormone of the pineal gland and is also produced by stimulated immunocompetent
cells. Melatonin, which is konwn as the darkness hormone, is produced at night by
the pineal gland. In blood vessels, a monolayer of endothelial cells forms the interface
between blood and tissue. This monolayer, which participates in several physiological
and pathophysiological processes, is a sensor of circulating substances, including
melatonin. Regarding the migration of leukocytes during the initiation of an
inflammatory response, endothelial cells are able to respond to molecular patterns
associated with pathogens such as lipopolysaccharide (LPS) of Gram-negative
bacteria. Circulating melatonin modulates the interaction between leukocytes and
endotelial cells and the expression of adhesion molecules. This work was planned in
order to understand the effect of melatonin on endothelial cells. All studies were
performed in cultured cells activated or not with LPS. All ligands were administered
directly to cell cultures. We found that LPS promotes the expression of adhesion
molecules (PECAM-1 and ICAM-1) and increases the adhesion of neutrophils to
endotelial cells. Melatonin (10® and 10*M, 2 hours) inhibits both responses. A
chronic treatment with melatonin (20 days) did not desensitize the response.
Therefore, our data clearly show that the effect of melatonin occurs directly on
endothelial cells, opening the prospect of a direct study of the mechanisms involved

in the effects produced by melatonin.
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primatas.
Universidade Federal de Juiz de Fora, UFJF, Juiz De Fora, Brasil

Curso de curta duracdo em Animais Peconhentos.
Universidade Federal de Juiz de Fora, UFJF, Juiz De Fora, Brasil
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Atuacao profissional

1. Rede Emancipa: movimento social de cursinhos populares - EMANCIPA
Vinculo institucional

2010 - Atual Vinculo: Professora voluntaria , Enquadramento
funcional: Professora de Biologia , Carga horaria: 2,
Regime: Parcial
Outras informag0es:

A Rede Emancipa é um movimento social de cursinhos populares pré-
universitarios que vem lutando para inserir estudantes
de baixa renda nas universidades, principalmente
publicas e nas faculdades particulares com bolsas de
estudos. Nossa acdo se faz com a construgdo de
cursinhos populares em espacos cedidos, principalmente
em escolas publicas. Os cursinhos da rede ndo possuem
fins lucrativos e sua coordenacdo e organizacdo S&o
voluntarias.

2. Universidade de Sado Paulo - USP

Vinculo institucional

2010 - Atual Vinculo: Projeto REDEFOR bolsista, Enquadramento
functional: Tutora EAD da disciplina “Ensino em
Biologia” Carga horaria: 20

Vinculo institucional

2008 - Atual Vinculo: Mestrado, Enquadramento funcional: Aluna de

mestrado , Carga horaria: 40, Regime: Dedicacdo
Exclusiva

3. Centro de Ensino Superior de Juiz de Fora - CESJF

Vinculo institucional

2005 - 2006 Vinculo: Estagiaria , Enquadramento funcional:
Taxidermia , Carga horaria: 20, Regime: Parcial
2005 - 2006 Vinculo: Estagiaria , Enquadramento funcional:

Manutencdo da reserva técnica , Carga horaria: 20,
Regime: Parcial
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Atividades

01/2007 - 12/2008 Projetos de pesquisa, Centro de Ensino Superior
de Juiz de Fora - MG - BRA

03/2006 - 05/2007 Estagio, Centro de Ensino Superior de Juiz de
Fora - MG - BRA

Projetos

2008 - 2011 Modulacdo da Interacdo Neutrdfilo-Endotélio “In Vitro” por
Melatonina — acdo sobre as células endoteliais
Situacdo: Em Andamento Natureza: Desenvolvimento
Integrantes: Kelly Dhayane Abrantes Lima; Eduardo Koji Tamura; Regina
Pekelmann Markus (Responsavel)
Financiador(es): Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo-FAPESP

2005 - 2007 Efeito da restricdo alimentar e atividade fisica sobre o
desenvolvimento, parametros reprodutivos e longevidade de
camundongos.

Situacdo: Concluido Natureza: Pesquisa
Integrantes: Kelly Dhayane Abrantes Lima; Maria Nathalia de Carvalho Magalhaes
Moraes; Sonia Aparecida Cordebelle de Almeida; Jodo Henrique Moreira Viana
(Responsavel).
Idiomas

Inglés Escreve Razoavelmente, L& Bem, Fala Pouco

Espanhol Compreende Bem , Fala Pouco, Escreve Razoavelmente, Lé Bem
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Producdo bibliografica
Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. ABRANTES-LIMA, K. D., TAMURA, E. K., MARKUS, R. P.

MELATONIN INHIBITS ADHESION OF NEUTROPHILS INDUCED BY
LIPOPOLYSACCHARIDE (LPS) IN ENDOTHELIAL CELLS CULTURE In: 42°
Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica Experimental, 2010, Ribeirdo
Preto.

Anais do 42° Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica
Experimental. , 2010. v.2010. p.34 - 34

2. BATISTA, R. I. T. P.,, WOHLRES-VIANA, S., MORAES, M. N. C. M,
ABRANTES-LIMA, K. D., CAMARGO, L. S. A,, VIANA, J. H. M.

Respostas superovulatoria em camungondos F1 produzidos a partir de diferentes
estratégias de cruzamento entre linhagens endogamicas In: XXI Reuniao Anual da
SBTE, 2007, Mata de S&o Joéo.

Acta Scientiae Veterinariae. , 2007. v.35. p.1299 - 1299

3. ABRANTES-LIMA, K. D., MORAES, M. N. C. M., MARTINS-NETO, R. G.
The diversity of the Santana Formation paleontomofauna (Lower Cretaceous,
Northeaft Brazil) In: VIII Congresso de Ecologia do Brasil, 2007, Caxambu.

Anais do VIII Congresso de Ecologia do Brasil. , 2007.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo expandido)

1. MORAES, M. N. C. M., ABRANTES-LIMA, K. D., ALMEIDA, S. A. C,,
BATISTA, R. I. T. P., CAMPOS JUNIOR, P. H., MIRANDA, F. M., VIANA, J. H.
M.

Efeito da restricdo alimentar e espacamento sobre o desenvolvimento somatico de
camundongos (resultados preliminares) In: XXX Semana de Biologia, X111 Mostra de
Producdo Cientifica, V Feira Municiapal de Ciéncias e Il Mostra de
Paleobiodiversidade, 2007, Juiz de Fora.

Resumos: XXX Semana de Biologia, XIIl Mostra de Producdo Cientifica, V
Feira Municiapal de Ciéncias e 11 Mostra de Paleobiodiversidade. , 2007.
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Apresentacao de Trabalho

1. MORAES, M. N. C. M., ABRANTES-LIMA, K. D., VIANA, J. H. M.

Efeito da Restricdo Alimentar e Atividade Fisica sobre o Desenvolvimento,
Parametros Reprodutivos e Logevidade de Camundongos, 2007.
(Seminario,Apresentacdo de Trabalho)

Producéo Técnica
Trabalhos técnicos

1. ABRANTES-LIMA, K. D.
Monitoria de Biologia Celular, 2008

Demais producgdes técnicas

1. ABRANTES-LIMA, K. D., MARKUS, R. P.
Modulacdo da Interacdo Neutrofilo-Endotélio “In Vitro” por Melatonina — acéo
sobre as células endoteliais, 2010. (Relatério de pesquisa)

2. ABRANTES-LIMA, K. D.
site do VII Curso de Inverno: Topicos em Fisiologia Comparativa 2010, 2010.
(Outra producéo técnica)

3. ABRANTES-LIMA, K. D., FREITAS, M. M. P
Estudos de casos em cronobiologia, 2009. (Desenvolvimento de material didatico
ou instrucional)



Participacdo em eventos

1. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) 42° Congresso Brasileiro de Farmacologia
e Terapéutica Experimental, 2010. (Congresso)

MELATONIN INHIBITS ADHESION OF NEUTROPHILS INDUCED BY
LIPOPOLYSACCHARIDE (LPS) IN ENDOTHELIAL CELLS CULTURE.

2. 41° Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica Experimental, 20009.
(Congresso).

3. I Symposium Immune-Pineal Axis, 2009. (Simposio).

4. 40° Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica Experimental, 2008.
(Congresso).

5. Apresentacdo Oral no(a) XXX Semana de Biologia, XIIl1 Mostra de Produgéo
Cientifica, V Feira municipal de Ciéncias e Il Mostra de Paleobiodiversidade,
2007. (Simpdsio)

Efeito da restricdo alimentar e espacamento sobre o desenvolvimento somatico de
camundongos (resultados preliminares).

6. Apresentacdo de Poster / Painel no(a) VIII1 Congresso de Ecologia do Brasil,
2007. (Congresso)

The diversity of the Santana Formation paleoentomofauna (Lower Cretaceous,
northeast Brazil).

7. 111 Simpdsio de Ciéncias Bioldgicas do Centro de Ensino Superior de Juiz de
Fora, 2007. (Simpdsio).

8. 39° Congresso Brasileiro de Farmacologia Terapéutica Experimental, 2007.
(Congresso).

9. Tecnologia da Reproducéo, 2006. (Oficina).
10. 1° Congresso do CES/JF - Educacao, Direito e Cidadania, 2006. (Congresso).
11. Amazdnia Azul - O Mar Que Nos Pertence, 2006. (Outra).

12. XXVIII Semana de Biologia, XI Mostra de Producéo Cientifica e 11 Feira
Municipal de Ciéncias, 2005. (Simpdsio).

13. 11 Simpdsio de Ciéncias Biologicas do Centro de Ensino Superior de Juiz de
Fora, 2005. (Simpdsio).

14. 1 Simposio de Ciéncias Bioldgicas do Centro de Ensino Superior de Juiz de
Fora, 2004. (Simpdsio).
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Organizacéao de evento

1. ABRANTES-LIMA, K. D., MORAES, M. N. C. M., PETRILLI, C. L, QUEIROZ,
C. H. S, NARCIZO, A. M, SOUSA, C. E. C, ORTS, D. J. B, RODRIGUES. F. V,
MARCHELLI, L. F. B, LAPA, M. A. P. C, FREITAS, M. M. P, KAWAMOTO, T. H
VIl Curso de Inverno: Tépicos em Fisiologia Comparativa, 2010. (Outro,
Organizacdo de evento)
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