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INTRODUCAO

Os anuros representam o grupo de anfibios mais abundante, totalizando
cerca de 6777 espécies viventes (FROST, 2017) e também que apresenta maior
distribuicdo geogréfica (VITT & CALDWELL, 2009). Estes sdao popularmente
conhecidos como sapos, rds e pererecas. A maioria das espécies do grupo
necessita da existéncia de corpos d’dgua para reproduzir-se e desenvolver-se,
apresentando um ciclo de vida bifasico, tipico de anfibios, por possuirem uma
fase aquatica e outra terrestre (REGUERA, 2012). Cabe destacar que na fase
aquatica, os girinos geralmente apresentam habito diurno de atividade
(CONDEZ et al., 2009).

Um declinio populacional de anfibios vem sendo reportado desde o
inicio da década de 1970. Dentre as causas para esse fendomeno, tém se
destacado a destruicdo do habitat e a ocorréncia de doencas infecciosas
causadas por fungos como Chytridiomycota; Chytridiales (BERGER et al,
1998), bactérias patogénicas como Aeromonashydrophilla (TAYLOR et al., 1999) e
iridovirus (CUNNINGHAM et al., 1996). E interessante notar também a
existéncia de variagdes interespecificas na tolerancia e resisténcia a patégenos
(BRADFORD et al., 1994; CAREY, 1993) levantando a questdo da necessidade
de ampliar o conhecimento dos aspectos da imunidade inata nestes animais.

Neste trabalho, utilizamos como modelo a espécie Rhinella icterica
(Ordem Anura; Familia Bufonidade), cuja nomenclatura antiga é Bufo icterica

(SPIX, 1982). Trata-se de um sapo grande do grupo Rhinella marina (MACIEL et



al., 2010), onde o macho mede cerca de 98-130 mm e a fémea, 110-165 mm. Essa
espécie apresenta distribuicdo geografica associada a ambientes florestados
(Mata Atléantica), contudo, individuos da espécie sdo facilmente encontrados em
areas antropomorfizadas (MACIEL et al., 2010). Na América do Sul, podem ser
encontrados desde o sudeste e sul do Brasil, até o norte da Argentina e leste do
Paraguai. Esses animais possuem habito terricola, atividade noturna e como
estratégias de defesa, inflam o corpo, se camuflam com o meio e possuem
glandulas de veneno (MACIEL et al., 2010). A estacdo reprodutiva se da de
agosto a janeiro, meses que ocorrem os principais periodos de desova, e é
quando podemos encontrar animais vocalizando em riachos e em pocas de
agua parada. A desova se d& por grandes corddes gelatinosos, com vérios ovos
escuros depositados em partes rasas da dgua durante o amplexo (MACIEL et
al., 2010). Os individuos recém-metamorfoseados, medindo cerca de 9-10 mm,
deixam o sitio reprodutivo em meados de novembro e dezembro ao mesmo

tempo (MACIEL et al., 2010).

Inflamacdo sistémica induzida por lipopolissacarideo (LPS) em anfibios

Pir6genos exoégenos, como o lipopolissacarideo (LPS), endotoxina
purificada de um composto da parede celular de bactérias gram-negativas,
como Escherichia coli, atuam como agentes estressores promovendo ativacdo da
resposta imune inata (KLUGER, 1991).

A etapa inicial de reconhecimento do LPS envolve sua interacdo com a

proteina LBP (do inglés, lypopolysaccharide binding protein), proteina solavel
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encontrada no plasma que permite o transporte de LPS para a superficie das
células. LPS exerce seus efeitos intracelulares através da ligacdo a receptores
TLR-4 (do inglés, toll-like receptor 4) expressos na membrana celular (Figura 1).
A ativacdo da cascata de sinalizagdo intracelular envolve inicialmente o
recrutamento de proteinas adaptadoras, como MyD-88 (do inglés,
myeloiddifferentiationprimary response gene 88) que recrutam adaptadores
subsequentes, como IRAK (do inglés: IL-1 receptor-associatedkinase) e TRAF6
(do inglés: TNF receptor-associated fator 6), formando complexos regulatérios
ancorados ao receptor TLR4 .Como consequéncia, uma via de sinalizagao
intracelular é iniciada e resulta na ativagdo do complexo de quinases IKK que
catalisa a fosforilagdo da proteina inibitéria IKBx sinalizando para que esta
proteina seja degradada por proteassomas. Apds a degradacdo da proteina
inibitéria, dimeros do fator de transcrigao nuclear kappa B (NF-kB) ficam livres
no citoplasma para translocarem ao nucleo. A translocagao nuclear do NF-«xB
estimula a transcricdo de genes que codificam mediadores pré-inflamatérios,
como 6xido nitrico (NO), prostaglandina E2 (PGE2) e citocinas, como fator de

necrose tumoral (TNF) e interleucina 1B (IL-1B), entre outros (LU et al., 2008).
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Figura 1 - Representacdo esquematica do mecanismo intracelular desencadeado
pela ativacdo do receptor Toll-4 (TLR-4) por LPS. MyD88: do inglés,
myeloiddifferentiationprimary response gene 88; IRAK: do inglés, IL-1
receptor-associated kinase; TRAF6: do inglés, TNF receptor-associated
factor 6; IKK: quinase de IkB; IkB: proteina inibitéria kappa B; NF-kB:
fator de transcricdo nuclear kappa B; iNOS: sintase de 6xido nitrico
induzida; COX-2: cicloxigenase-2, TNF: fator de necrose tumoral; IL-
1p: interleucina 1B; NO: 6xido nitrico, PGE2: prostaglandina E2.
Modificado de LU et al., 2008.

Estudos realizados com Rhinella paracnemis demonstraram que apds a
administracdo de LPS via sacos linfaticos, observa-se o desenvolvimento de
febre comportamental - fendémeno relacionado a mudancas no sitio de
termorregulagdo - por um mecanismo dependente da sintese de
prostaglandinas (BICEGO et al., 2002; BICEGO-NAHAS et al., 2000; BRANCO

& MALVIN, 1996; BRANCO & STEINER, 1999; VALGHN et al., 1974). Outros
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estudos realizados com anfibios também demonstraram que a admnistracdo de
LPS pode acarretar em uma potencial fonte de compromissos funcionais, com
investimento em fungdes de relevancia para o valor adaptativo, visto que, em
animais injetados com LPS, observou-se uma elevacdo de 24% a 100% da taxa
metabdlica desses individuos, o que poderia representar um alto custo
energético (MUCHLINSKI, 1985, SHERMAM & STEPHENS, 199§;
LLEWELLYN et al., 2011). Contudo, recentemente foi demonstrado que o
tratamento de machos adultos de Rhinella icterica com LPS elevou a temperatura
preferencial de 23°C para 26°C, caracterizando fendémeno de febre
comportamental (MORETTI et al, 2016). Interessantemente, as taxas
metabdlicas de sapos administrados com LPS e deixados nestas duas
temperaturas (23°C e 26°C) foram equivalentes. Esses dados sugerem um menor
custo energético da resposta imune na temperatura febril (26 °C) (MORETTI et
al., 2016).

Por fim, outras mudangas comportamentais sdo também identificadas na
presenca de citocinas proé-inflamatérias, como a inibicio do comportamento
reprodutivo, diminui¢do na atividade de forrageamento, anorexia e reducédo de
ingestdo de agua (ASHLEY et al, 2012). Individuos de Rhinella marina
apresentaram reducdo de ingestdo de alimentos e da atividade locomotora

quando tratados com LPS (LLEWELLYN et al., 2011).



Moduladores de processos de defesa dos organismos

Glicocorticoides

A dindmica de um processo de defesa envolve a ativagdo do eixo
hipotdlamo - hipdéfise-adrenal/interrenal. Em anfibios, ndao hd a formacdo de
um cortex adrenal como ocorre em mamiferos. As células produtoras dos
hormoénios se misturam com os tecidos dos rins e células produtoras de
catecolaminas, gerando dificuldade em isolar células adrenocorticais de células
dos rins. Por esse motivo, o termo “glandula interrenal” se tornou bastante
utilizado quando se trata de anfibios (CARR & NORRIS, 2005).

Em mamiferos, a resposta a variacdes circadianas, estresse fisiolégico e
citocinas inflamatérias (IL-1B, por exemplo), estimulam o hipotdlamo a
produzir o hormoénio liberador de corticotropina (CRH) e arginina vasopressina
(AVP) (Figura 2). Estes hormonios atuam na hipéfise anterior e induzem a
sintese e secre¢cdo do hormonio adrenocorticotrépico (ACTH) que, langados na
circulacdo sanguinea, se ligam a receptores de melanocotina MC, receptores de
membrana acoplado a proteina Gs, cuja estimulagao nas células adrenocorticais
resulta em um aumento nos niveis intracelulares de AMPc e esteroidogénese
(FONG et al., 2015). Durante o processo de sintese, a molécula de colesterol
passa por uma série de transformagdes enzimaticas que sdo determinantes na
producdo de glicocorticoides, sendo o cortisol encontrado em humanos e a
corticosterona em roedores e outros vertebrados. Os glicocorticoides, através da
circulacdo sistémica, se distribuem por todo o organismo e regulam

negativamente o eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal através de um mecanismo
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de feedback sobre hipotalamo e hipoéfise e diminuicdo da expressdao de citocinas

pro-inflamatoérias, como IL-1, IL-6 e TNF (CAIN & CIDLOWSK], 2017).

Em anfibios adultos, corticosterona e aldosterona sdo os principais

esteroides presentes na circulacdo (CARR & NORRIS, 2005). Além disso,

quantidades mensuraveis de epinefrina e norepinefrina sdo detectadas, com

predomimancia da norepinefrina (CARR & ZOZZARO, 2004).
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Figura 2 - Regulacao do eixo hipotalamo-hipése-adrenal sobre a producdo de

glicocorticéides pelo coértex da glandula adrenal/interrenal. CRH:

hormoénio liberador de corticotropina; AVP: arginina vasopressina;

ACTH: hormoénio adrenocorticotrépico; TLR2: receptor Toll2; TLR4:

receptor Toll4; TNF: fator de necrose tumoral; IL-1: interleucina 1; IL-

6: interleucina 6. Modificado de CAIN& CIDLOWSKI (2017).

No espago extracelular, os glicocorticoides enddégenos sdo inativos

devido a ligacdo com a proteina ligadora de corticosteroides (CBG; do inglés,

corticosteroid-binding  globulin).

lipossolavel e difunde-se através das membranas celulares

Cortisol/ corticosterona

ndo ligado ¢é

(CAIN &



CIDLOWSKI, 2017). O glicocorticoide que entra no citoplasma pode ser
convertido em cortisona inativa através de modificacdes enzimaticas pelas
enzimas 11p-hidroxiesteroide desidrogenase 2 (11BHSD2) e 11PHSD1 que
favorece a reacdo inversa (CAIN & CIDLOWSKI, 2017). A intercalacdo de
cortisol nas membranas plasmaticas pode exercer efeitos ndo gendmicos. O
cortisol citoplasmaético liga-se ao receptor de glicocorticoide (GR) formando um
complexo chaperona (CAIN & CIDLOWSKI, 2017). O GR ligado se transloca
para o nucleo para exercer efeitos gendmicos ou tem efeitos ndo genémicos no
citoplasma e mitocondrias (CAIN & CIDLOWSK], 2017).

No interior do ntcleo, o GR ligado altera a expressao génica através de
trés mecanismos basicos: ligacdo direta aos elementos de resposta do
glicocorticoide (GRE; do inglés, glicocorticoid responsive elements) positivos ou
negativos; interagcdes proteina-proteina com outros fatores de transcricao (TFs)
que afetam sua atividade transcricional; e ligacdo composta ao DNA e
proteinas. Cada um desses mecanismos permite uma regulacdo génica positiva

e negativa (CAIN & CIDLOWSKI, 2017) (Figura 3).
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Figura 3 - Mecanismo de acdo de glicocorticoides. CBG: proteina ligadora de
corticosteroides; 11B-HSD: 11B-hidroxiesteroide desidrogenase; GRE: elemento
responsivo ao glicocorticoide; TM: maquinaria transcricional; TF: fator de

transcricio. CAIN & CIDLOWSKI (2017).

O aumento da secrecdo de glicocorticoides é uma classica resposta
enddcrina ao estresse. Em resposta a agentes estressores, a secrecdo de
glicocorticoides aumenta aproximadamente uma ordem de magnitude
(SAPOLSKY et al., 2000). O tipo e a duracdo do agente estressor utilizado, varia
consideravelmente e, sob essa perspectiva, define-se “estresse agudo” a forma
de estresse causada por submissdo a agente estressor por poucas horas. Se o
agente estressor for repetido diariamente e por diversos dias - “estresse
subagudo” e, se 0 mesmo persistir por semanas ou meses, caracteriza-se um
estresse cronico (SAPOLSKY et al., 2000). Uma ativacdo temporéria do eixo

hipotadlamo-hipéfise-adrenal pode ter efeitos benéficos (WINGFIELD et al. 1997;



WINGFIELD&ROMERO, 2001), enquanto que, a ativacdo por longos periodos
traz consequéncias nocivas e uma supressdo da resposta imune passa a ser
observada (SAPOLSKY, 1992; ROMERO & WINGFIELD, 2001). Dentre os
efeitos imunossupressores, podemos destacar a inibicdo da sintese e liberagao
de diversas citocinas e outros mediadores que promovem a resposta imune e
reacOes inflamatdrias, bem como a atrofia de tecidos linfoides, como o timo
(WIEGERS & REUL, 1998; SAPOLSKY et al. 2000).

Ativando o eixo hipotalamo-hipoéfise-adrenal a curto prazo e em baixa
intensidade, alguns efeitos de reforco do sistema imune sdo observados, como o
aumento da expressdo de receptores para diferentes citocinas (WIEGERS &
REUL, 1998), bem como a redistribuicao de células imunes no organismo, o que
leva a um aumento de leucécitos na circulacdo, com eventual melhoramento na
funcdo imune de alguns o6rgaos (DHABHAR, 2009; MCCORMICK &
LANGKILDE, 2014). Esses estudos também detectaram mecanismos nos quais
estressores agudos podem nao s6 aumentar a imunidade inata, mas também a
adaptativa. Tais mecanismos envolvem células dendriticas, neutroéfilos,
macréfagos e trafego, maturacdo e funcdo de linfécitos (DHABHAR, 2009;
MCCORMICK & LANGKILDE, 2014).

Em concordancia com o exposto, Assis e colaboradores (2015)
investigaram os efeitos da retencdo por longo periodo em cativeiro, com ou sem
restricdo de movimentos, sobre a imunocompeténcia inata em Rhinella icterica.

Os resultados demonstraram que 24 h de restri¢do de movimentos é uma

situagdo estressante que induz o aumento dos niveis de corticosterona
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plasmatica em trés vezes, sem a constatacdo de mudangas imunolégicas
consistentes (ASSIS et al.,, 2015). Contudo, em animais que tiveram seus
movimentos restritos em bolsas por 24 h, houve a potenciacdo dessa resposta,
com aumento de nove vezes dos niveis plasmaticos de corticosterona, além do
aumento da relacao neutroéfilo/linfécito e diminuicdo da capacidade bactericida
plasmatica (ASSIS et al., 2015). A aplicagdo transdérmica de corticosterona,
mimetizou os eventos de resposta aguda ao estresse, ndao sendo observadas
mudangas nos parametros imunes mesmo apos treze dias de tratamento. Este
mesmo estudo demonstrou também que longo tempo em cativeiro ndo levou a
diminuicdo da resposta ao estresse, sendo detectados niveis elevados de
corticosterona mesmo depois de noventa dias em cativeiro (ASSIS et al., 2015).

Cabe destacar que, um longo tempo em cativeiro nas mesmas condicdes,
levou a um aumento da contagem total de leucécitos e um decréscimo na
capacidade Dbactericida plasmatica (ASSIS et al, 2015). Esses achados
demonstram, portanto, que as consequéncias da resposta ao estresse para esta
espécie podem, de fato, ser agravadas pelo tempo em cativeiro (ASSIS et al,,
2015).

Em outro estudo, Gomes e colaboradores (2012) compararam os niveis de
corticosterona basais e pos-estresse de contencdo em trés espécies de
Bufonideos, sendo elas Rhinella icterica, R. ornata e R. schneideri. Essas espécies
sdo caracterizadas por diferentes graus de dependéncia a ambientes florestados
(GOMES et al., 2012). De acordo com essa pesquisa, R. ornata - espécie com

maior grau de dependéncia de ambientes florestados - apresentou os maiores



niveis de costicosterona basais e pos-estresse de contencdo. R. schneideri -
espécie com distribuicdo geogréfica mais associada a &reas naturalmente
abertas ou desmatadas - apresentou a maior capacidade bactericida plasmatica
(GOMES et al., 2012).

Os autores demonstraram também uma associacdo negativa
interespecifica entre capacidade bactericida plasmatica e os niveis basais de
corticosterona nesses animais (GOMES et al., 2012). Isso sugere que a menor
imunocompeténcia das espécies de ambientes florestados poderia estar
associada ao efeito imunosupressor da corticosterona, reduzindo suas chances
de ocupar dreas naturalmente abertas ou desmatadas (GOMES et al., 2012).

Nesse mesmo estudo, verificou-se que, em R. ornata, os niveis basais de
corticosterona sdo equivalentes ao encontrado em R. schneideri apds estresse
experimental de contengdo (GOMES et al., 2012).

Os glicocorticoides possuem, portanto, um efeito bimodal na resposta
imune, onde esta poderd ser mediada por diferentes concentracdes deste
hormonio e, possivelmente, por diferentes receptores (WIEGERS et al. 1993;
WIEGERS et al. 1995; WIEGERS & REUL, 1998).

Simplificando, os glicocorticoides quando liberados, levam a alteracdes
tisiologicas, metabdlicas e comportamentais em resposta ao agente estressor

(CARR & NORRIS, 2005).
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Melatonina

Um outro importante modulador do processo de defesa é a melatonina
(N-acetil-5-metoxitriptamina). Esta, por sua vez, tem se revelado como uma
molécula de distribui¢do ubiqua e de funcionalidade diversa. Em mamiferos, os
mecanismos que controlam a sintese desse hormonio na glandula pineal tém
sido bem caracterizados e podem ser acompanhados na figura 4. De acordo com
Reiter e colaboradores (2010), comprimentos de onda especificos sdo detectados
através do fotopigmento melanopsina, presente em uma pequena proporcao de
células ganglionares da retina (1 a 2%) cujos axonios projetam-se para os
ndcleos supraquiasmaticos (NSQ) através do trato retinohipotldmico (RHT)
(REITER et al., 2010). Estes neurdnios liberam glutamato e polipeptideo
ativador de adenililciclase da pituitaria (PACAP), os quais causam ajuste da
expressdo de genes do relégio no SCN. A atividade circadiana de células no
SCN é uma funcdo de mecanismos de retroalimentacdo autoregulatérios
(REITER et al., 2010). Para modular a producdo de melatonina pela pineal,
neurénios do SCN projetam axOnios para o ndcleo paraventricular do
hipotdlamo (PVN), onde liberam &cido aminogamabutirico (GABA). Corpos
celulares de neurdnios do PVN possuem axonios que descem através de tronco
cerebral e coluna intermédio lateral (ILCC), que sdo neurénios pré-ganglionares
simpaticos cujos terminais inervam os pinealdcitos apdés uma sinapse no
ganglio cervical superior (REITER et al., 2010). Dessa forma, a noradrenalina
liberada no periodo escuro estimula a sintese e secrecdo de melatonina, onde

esta serd lancada no sistema vascular sanguineo, como também no fluido



cefalorraquidiano (CSF) do terceiro ventriculo (REITER et al, 2010). A
melatonina sanguinea e do liquor tem livre acesso aos neurénios do SCN, onde
atuam em receptores metabotrépicos de melatonina MT1 e MT2, influenciando
os disparos dos neurdnios do SCN que, por sua vez, atuarao ajustando o relégio

biolégico e regulando os diversos ritmos endégenos dos organismos (REITER et

al., 2010).

A melatonina é sintetizada pela acetilagio e metilagdo da serotonina,
através da acdo das enzimas arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT) e
acetilserotonina-metil-transferase (ASMT), que levam a formacdo do precursor
N-acetilserotonina (NAS) e melatonina, respectivamente (Figura 4) (REITER et
al.,, 2010). Em todos os vertebrados, a enzima-chave AA-NAT responde as
informagdes fotoperiddicas e, em ectotérmicos, esta enzima ¢é também

responsiva a alteragdes de temperatura (DELGADO & VIVIEN-ROELS, 1989).

De fato, em algumas espécies de vertebrados ectotérmicos, a temperatura
é o principal regulador dos ritmos diario e sazonal de melatonina (DELGADO
& VIVIEN-ROELS, 1989; MASUDA et al., 2003).

Uma caracteristica especial da melatonina estd na variedade de
mecanismos empregados para modular a fisiologia celular. A melatonina exerce
suas acoes fisioldgicas pela interacdo com receptores de membrana MT1, MT2,
MELIlc e proteinas intracelulares, como calmodulina, calreticulina e tubulina,
além de uma relevante atividade antioxidante em varias células (BENITEZ-
KING et al., 1993; DUBOCOVICH et al., 2005; PANDI-PERUMAL et al., 2008;

JOCKERS et al., 2016).
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Figura 4 - Sintese de melatonina pela glandula pineal. AANAT: arilaquilamina

N-acetiltransferase; AC: adenililciclase; AP: hipofise anterior; P1:
receptor beta-1 adrenérgico; Ca?*: calcio; CaMK: calmodulina quinase;
cAMP: AMP ciclico, CREB: do inglés, cAMP response-element-
binding protein; CREB-P: CREB fosforilado; GABA: &cido gama
aminobutirico; Gs: proteina G estimulatéria; HIOMT: hidroxi-indol-O-
metiltransferase (atualmente ASMT: acetil-serotonina-
metiltransferase); ILCC: células da coluna intermediolateral;, MT1,
MT?2: receptores de melatonina MT1, MT2; NO: 6xido nitrico; PACAP:
do inglés, pituitary adenylate cyclase-activating polypeptide; PKA:
proteina quinase A; PP: hipdfise posterior; PVN: nacleo
paraventriciular;, RHT: trato retino-hipotalamico; SCN: nucleo
supraquiasmatico; 3rd V: terceiro ventriculo. Retirado de REITER et

al., 2010.



Em anuros, o sistema de temporizacao interna que controla a produgao
ritmica de melatonina é caracterizado por uma rede de sistemas interconectados
que incluem olhos, regides encefélicas e a glandula pineal (NORRIS, 2007).

Somado a isso, estudos anatdémicos e estruturais evideciaram que alguns
ectotérmicos possuem na glandula pineal uma capacidade de percepgao
luminosa. Esse fato foi apontado por esta localizar-se numa area onde a calota

Ossea é fina, sendo também envolta por tecidos menos pigmentados (Figura 5 )

(NORRIS, 2007).
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Figura 5 - Glandula pineal e estruturas associadas em anfibios. Modificado de

NORRIS, 2007.

Outra particularidade em relagdo a sintese de melatonina em
ectotérmicos refere-se ao fato de que a enzima chave na sintese de melatonina -
AA-NAT, cuja sequéncia de aminoacidos ja foi clonada em anfibios, responde a
informacgao fotoperiédica como em todos os vertebrados, bem como a alteragdes

de temperatura (NORRIS, 2007).
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Por este amplo espectro de agdes e auséncia de toxicidade, a melatonina
contribui para a melhora da fisiologia celular e dos organismos, encontrando
aplicagdes na medicina humana e veterindria (REITER et al., 2010).

Além das agOes ja citadas, a melatonina atua também na inibicdo da
translocagdo nuclear de fatores de transcricdo (CECON et al, 2010); em
processos inflamatérios, potenciando a producdo de interleucina 2 (IL-2),
interleucina 6 (IL-6) e interferon gama (IFNY) em linfécitos e mondcitos
humanos (GARCIA-MAURINO et al, 1997) e participa ativamente na
montagem e resolugao de respostas inflamatérias (MARKUS et al., 2007). Como
antioxidante, a melatonina possui capacidade tanto de sequestrar diretamente
radicais livres quanto de potenciar a atividade de enzimas antioxidantes (TAN
et al., 2007). Estes efeitos sdo gerados também por seus metabolitos, N1-acetil-
N2-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK) e N!-acetil-5-metoxiquinuramina
(AMK), moléculas com maior atividade antioxidante do que a prépria
melatonina, capazes de reagir diretamente com moléculas reativas, ROS e RNS
(TAN et al., 2007).

Alguns trabalhos do nosso grupo tém focado no estudo da existéncia de
uma interrelagdo entre as glandulas adrenal e pineal ficou estabelecida com a
demonstracdo de um efeito dual da corticosterona, ativando ou inibindo a
sintese de melatonina pela pineal na dependéncia dos niveis circulantes de
corticosterona, ativacdo de GR e do padrdao de ativacdo de receptores
adrenérgicos (FERREIRA et al., 2005, FERNANDES et al., 2009; FERNANDES

et. al.,, 2017). Uma anélise de dados de varios laboratérios permitiu hipotetizar



que, sob um estresse moderado, a informagdo hormonal noturna é reforcada,
enquanto que sob um grande estresse o organismo perde a diferenca hormonal
entre o dia e a noite, reduzindo ou mesmo abolindo o pico noturno de
melatonina (Figura 6) (FERNANDES et al.,, 2017). Ou seja, o efeito dual da
corticosterona sobre a glandula pineal é dependende do padrao de estimulagao
dos receptores adrenérgicos (FERNANDES et al, 2017), onde altas
concentragdes de glicocorticoides aumentam a producao de melatonina quando
a glandula esta sob estimulacdo (FERREIRA et al., 2005, FERNANDES et al,,
2009) e inibe a producdo deste hormonio quando a estimulagao é suficiente para
ativar receptores & e B-adrenérgicos (YUWILLER et., 1989, FERNANDES et al.,
2017). O mecanismo que envolve o efeito dual de glicocorticoides sobre a
sintese de melatonina é, provavelmente, a habilidade deste hormoénio em

potenciar ou inibir a atividade da enzima-chave na sintese de melatonina

(FERREIRA et al., 2005; YUWILER, 1989).
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Figura 6- Efeito da ativacdo de receptores adrenégicos e de glicocorticoide
sobre a sintese de melatonina pela glandula pineal de mamiferos.

Retirado de FERNANDES et al., 2017.
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Outros agentes inflamatérios também sao capazes de modular a via
biossintética da melatonina. A citocina TNF, por exemplo, inibe a producédo de
melatonina e seu precursor, N-acetilserotonina, em glandulas pineais em
cultura por um mecanismo dependente da ativagdo da translocagdo nuclear de
NF-«B e consequente bloqueio da transcricdo da enzima AA-NAT
(FERNANDES et al., 2006; CARVALHO-SOUSA et al., 2011).

O fator de transcricdo NF-«xB participa também na mediagao dos efeitos
de LPS, via receptores TLR-4 presentes na glandula pineal, levando a inibicdo
da producdo de melatonina induzida por noradrenalina em glandulas pineais
em cultura (da SILVEIRA CRUZ-MACHADO et al., 2010). Recentemente, nosso
grupo de pesquisa demonstrou também a participagdo desta via de sinalizagdo
na inibicdo da producdo de melatonina por glandulas pineais em cultura
estimuladas por peptideo B-amiloide (CECON et al, 2015). Estes dados
demonstram, portanto, a importancia da sinalizagdo NF-kB na modulacdo do
sistema melatonérgico por diferentes padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) envolvidos em quadros infecciosos, presentes em bactérias
(LPS), fungos e parasitas e a padrdes moleculares associados a danos (DAMPs),
moléculas endégenas como as citocinas proé-inflamatérias, moléculas da matriz
extracelular apresentadas em  concentracdo exacerbada, moléculas
intracelulares, como DNA e proteinas chaperonas, dentre outras (MARKUS &
CECON, 2013). O entendimento dos mecanismos envolvidos com esta
comunicacdo bidirecional entre o sistema melatonérgico e o sistema

imunolégico permitiu a descricdo do eixo imune pineal (MARKUS et al., 2007).



Nesse contexto, o controle da producdo de melatonina pela pineal por
mediadores imunolégicos resulta em um controle fino da migracao de células
imunocompetentes pelo endotélio vascular. Além disso, no local da lesdo, a
producdo de melatonina por células imunolégicas aumenta a capacidade destas

células em regular a resposta de defesa (Figura 7) (MARKUS et al., 2007).
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Figura 7- Modulacdo do sistema melatonérgico por diferentes padrdes
moleculares associados PAMPs e DAMPs - participacdo da via de
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Mecanismos de defesa associados a ativacdo de receptores de TLR4
regulam a resposta imune inata desde insetos até vertebrados (VILCEK & LE,
1994, AKIRA & TAKEDA, 2004; FAHEY et al., 2005; WIRA et al., 2005).
Portanto, percebendo a importancia da resposta ao estresse em anuros e
conhecendo a agdo inibitéria do agente infeccioso LPS sobre a sintese de
melatonina pela pineal de mamiferos, o objetivo do presente trabalho foi
investigar os efeitos da inflamacdo sistémica induzida por LPS sobre os niveis
circulantes de citocinas, corticosterona e melatonina (neste caso também foi
avaliado o contedado ocular) em machos adutos de Rhinella icterica. O perfil
circadiano de secrecao hormonal de corticosterona e melatonina plasmaética
também foram determinados de modo a caracterizar a produgdo destes
hormoénios em individuos sauddaveis. Sendo assim, as hipoéteses levantadas

neste trabalho acerca dos efeitos da inflamagao sistémica induzida pelo agente

LPS foram:

1 -0 aumento dos niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatorias;

2 - a ativacaodo eixo hipotalamo-hipoéfise-interrenal analisada através do
aumento da producao de glicocorticoides pelas glandulas interrenais;

3 -a inibicdo da sintese de melatonina pela glandula pineal (mensuracdo

no plasma) e também da melatonina ocular.



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Determinar o efeito de uma inflamacao sistémica induzida por LPS sobre

os mediadores inflamatorios: citocinas, corticosterona e melatonina em Rhinella

icterica (Amphibia, Anura, Bufonidae; SPIX, 1824).

Plano de Trabalho:

1. Determinar o perfil temporal de liberacdo plasmética dos hormonios
melatonina e corticosteronana espécie Rhinella icterica;

2. Determinar a producao de mediadores inflamatérios e hormonais na vigéncia
de um processo inflamatério induzido pela administragcao de LPS. Serdo
determinados os niveis de citocinas, corticosterona e melatonina (plasmatica

e ocular) apo6s o tratamento dos animais com LPS.
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MATERIAL E METODOS

Animais

Individuos machos de Rhinella icterica, pesando 60-190g, nas imediagdes
do municipio de Sdo Luiz do Paraitinga - Sao Paulo (23° 13" 32" S. 450 18" 58"
W). No decorrer do periodo de 21 a 25 de janeiro de 2015, foram capturados 40
espécimes, conforme solicitacdo ao IBAMA (licenga: 29896). A saida para coleta,
realizada em propriedade particular, ocorria por volta das 17:30 h. Apéds a
autorizacdo prévia do proprietdrio, iniciavam-se as buscas que prolongavam-se
por aproximadamente 5h. Os animais eram localizados por inspegao visual e
coletados com as maos. Estes foram mantidos em caixas de polipropileno,
com agua ad libitum, em total de oito animais por caixa para o transporte. Ao
dar entrada na cdmara climética, os animais foram identificados e mantidos
individualmente em caixas de polipropileno com dimensoes
16x26x18cm, dispostas em prateleiras de ferro, com agua ad libitum oferecida em
um pote plastico e abrigo confeccionado com cano de PVC. A inspecao dos
recintos dos animais foi realizada trés vezes por semana, a fim de verificar a
presenca de fezes, quantidade de dgua, bem como o estado fisico dos anfibios.

Os recintos foram higienizados com detergente neutro e o oferecimento

da alimentacdo, constituida por baratas, foi realizado uma vez por semana.



Estratégia Experimental:

Perfil temporal de variagdo didria dos hormonios melatonina e corticosterona

Os animais foram mantidos na camara climatica em ciclo claro/escuro
(12:00/12:00 h) e temperatura (20°C+2°C) controlados. Zeitgeber time 0 (ZT 0) foi
definido como o inicio do periodo de claro (acender das luzes) e ZT 12 o inicio
do periodo de escuro (apagar das luzes). Ap6s o periodo de aclimatacdo (15
dias), os animais foram escolhidos aleatoriamente para a composicao dos
grupos (n=3-5 espécimes/grupo) para coleta do material a ser utilizado no
ensaio de variagao didria. Cada grupo era composto por diferentes animais, de
forma que estes participaram de apenas um grupo (ZT), ndo sendo
puncionados mais de uma vez. As amostras de sangue foram coletadas durante
24 h a intervalos regulares de 3 h. O material era obtido através de puncao
cardiaca com seringas de 1 mL e agulhas 26Gx1/2” previamente heparinizadas.

Foram consideradas somente as amostras de sangue coletadas dentro de 3
minutos ap6s a manipulagdo do animal, pois é sabido que, apés 3 minutos da
captura, os niveis de corticosterona passam a ser influenciados pelo estresse da
captura e manipulacdo, ndo havendo mais representatividade do nivel
hormonal basal (ROMERO & REED, 2005). As amostras de sangue foram
identificadas e mantidas em gelo até serem transferidas para tubos eppendorf e
submetidas a centrifugacdo para separacdo do plasma. Este foi dividido em
duas aliquotas para as dosagens de melatonina e corticosterona para, em

seguida, serem armazenadas em freezer a -80°C e 20°C, respectivamente.
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Admnistragdo de Lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli

Os individuos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos,
assegurando que houvesse uma distribuicdo homogénea de massa corpoérea
individual entre eles. O LPS (2 mg/Kg, Escherichia coli, Serotype 0127:B8, Sigma,
St Louis, Mo) foi administrado via sacos linfaticos no periodo de escuro (ZT 15).
A dose de LPS utilizada, 2 mg/kg, foi baseada em estudos prévios com anfibios
(MORETTI, 2016; BICEGO-NAHAS et al., 2000). Amostras de sangue foram
coletadas através de pungao cardiaca apés 2 h (ZT 17) e, a seguir, os animais
foram eutanasiados por decaptacdo para remogao dos olhos, os quais foram
armazenados em freezer -80°C para a andlise do contetido de melatonina.

Os experimentos foram realizados de acordo com os principios éticos para
pesquisa com animais, cujo protocolo experimental foi aprovado pela Comissao
de Ftica em Uso de Animais Vertebrados em Experimentacio (CEA) do
Instituto de Biociéncias, registrada com o n°® 262/2016 (protocolo 16.1.395.41.0,

anexo I).

Varidveis Medidas:

Citocinas

O contetido de citocinas foi determinado no plasma através do kit de alta
sensibilidade denominado Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel
(RECYTMAG-65K11 MILLIPLEX MAP; GM-CSF, IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, MCP1,
IL-10, IL-12p70, IL-17A, IENY, TNF). As amostras foram eluidas com 60 ul de

tampao fornecido no kit sob agitacdo por 30 min, e centrifugadas (10.000 rpm,



10 min). Esse kit permitiu a dosagem das seguintes citocinas: GM-CSF, IL-1B,
IL-2, IL-4, IL-6, MCP1, IL-10, IL-12p70, IL-17A, IFNY, TNF. Os ensaios foram
realizados numa placa de 96 pocos que contém uma membrana de filtracdo na
sua base, conforme instrucdes do fabricante. Resumidamente, microesferas
revestidas com anticorpos monoclonais contra as onze citocinas analisadas
foram adicionados aos pogos da placa pré-umidecida. As amostras e padroes
foram pipetados e incubados por 2 h a temperatura ambiente (20°C a 25°C). Os
pocos foram lavados e uma mistura de anticorpos secundarios biotinilados foi
adicionada. Ap6s a incubacdo por 1 h, estreptavidina conjugada com a proteina
fluorescente R-ficoeritrina (estreptavidina-PE) foi adicionada as esferas e
incubado por 30 min. Apés a lavagem para remocdo dos reagentes nao
aderidos, foram adicionado aos pogos e as microesferas uma solugdo tampao
sheathfluid (Luminex®, MiraiBio, Alameda, CA) para serem analisadas no
analisador de microesferas (Luminex200™, HTS, FLEXMAP 3D™, Luminex®,
MiraiBio, Alameda, CA), que analisou a quantidade de fluorescéncia emitida
pelas microesferas associadas a R-21 ficoeritrina, relatada como a intensidade
média de fluorescéncia.

O uso do sistema Luminex se justifica por sua capacidade de mensuracao
de varias citocinas numa mesma amostra de fluido. O Luminex é um sistema de
citometria de fluxo que utiliza 2 raios laser: um vermelho, que excita corantes
internos nas microsferas e possibilita a distingdo entre diferentes tipos de
microsferas, e um verde, que excita o corante fluorescente utilizado na etapa de

deteccdo. Cada uma das microsferas é coberta com anticorpos monoclonais de
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captura para um antigeno especifico. Teoricamente, os ensaios multianaliticos
de microsferas oferecem vantagens em relacdo aos tradicionais métodos de
deteccdo colorimétricos uma vez que varios analitos podem ser analisados de
uma vez em cada amostra (VIGNALI, 2000). Quanto a sensibilidade, a leitura
fluorescente do Luminex é mais direta, estdvel e sensivel que a leitura

colorimétrica do ELISA.

Corticosterona plasmdtica

O contetido de corticosterona foi determinado no plasma por Kit
comercial (ELISA, Cayman Chemicals, cat no 500655) conforme as instrugdes do
fabricante. As amostras foram ressuspensas em tampao de ensaio e 50 pL de
calibradores e amostras (em duplicata) foram utilizados para a andlise. A
seguir, foram adicionados 50 YL de tracador e 50 YL de antissoro especificos
para o hormoénio e a placa incubada a temperatura ambiente em um agitador
orbital por 2 h. Apés cinco sucessivas lavagens com o tampao indicado, foram
pipetados 200 YL de reagente Ellman, seguindo-se de incubacdo em um
agitador orbital por 50 minutos. A leitura da placa foi realizada em
espectrofotdmetro (Molecular Devices- Spectra Max 250) em comprimento de

onda 412 nm.



Melatonina plasmdtica e ocular

O contetdo de melatonina foi determinado no plasma através de Kit
comercial (ELISA , IBL - RE54021) conforme as instrug¢des do fabricante.
Amostras de plasma foram extraidas através de coluna de extragdo de silica
(Waters Sep- Pak® Vac). Apés a preparo da coluna, 500 pL do padrao, controle
e amostras de plasma, juntamente com 500 PL de agua ultrapura foram
adicionados na coluna e centrifugados por 5 minutos. Posteriormente, foi
adicionado ImL de metanol 10% com centrifugacao de 5 minutos por 2 vezes,
seguido de adicdo de ImL de metanol 100% e posterior centrifugacdo durante 5
minutos. Apds evaporagdo do metanol este extrato foi reconstituido com agua
bidestilada estando pronto para ser utilizado o ensaio. Para tanto, 50pL de cada
extrato padrao, controle e amostrasforam adicionados a placa na presenca de
50uL de melatonina biotina e 50uL do antissoro de melatonina. Apés incubagao
(18h, 2- 8°C) a placa foi lavada em tampao apropriado e acrescida de 200 yL de
solucdo de substrato PNPP. Apés incubagdo a temperatura ambiente por 40
minutos em agitador orbital, a reacdo foi finalizada com a adicdo de 50 pL de
solucdo ‘stop” PNPP.A leitura da placa foi realizada em espectrofotdmetro com
comprimento de onda de 405 nm.

Para a andlise do contetido ocular de melatonina, os olhos ja dissecados e
congelados em freezer -80°C, segundo protocolo de Wright e colaboradores
(1999), foram homogeneizados em 700 pL de PBS. Este homogenato foi entdao
centrifugado a 3000 rpm por 20 min a 4°C e processado como descrito no

parédgrafo anterior.
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Andlise dos Dados

Os dados estdo apresentados como média * erro padrdo da média
(e.p.m.). A anélise estatistica entre dois grupos foi realizada por teste t Student e
entre mais grupos pela analise de varidancia (ANOVA) com post test de
Newman-Keuls, por meio do software GraphPadPrism® versao 5.00 (GraphPad
Software®). A probabilidade de 5% (p<0,05) foi considerada como diferencas

significativas entre os grupos.



RESULTADOS

1. Niveis plasmaticos de corticosterona em Rhinella icterica

Os niveis plasmaticos de corticosterona foram inicialmente quantificados
em animais mantidos em condi¢des controladas de temperatura e iluminagao
claro-escuro (12/12h), submetidos a puncdo cardiaca em dois horarios: no
periodo de claro em ZT 6 (6 h apds o acender das luzes) e no periodo de escuro
em ZT 15 (3 h ap6s o apagar das luzes). O resultado desta analise demonstrou
um aumento significativo de corticosterona no plasma de animais puncionados
no periodo de escuro (ZT 6 (claro): 5,46 + 1.25 ng/ml (n=3); ZT 15 (escuro):
12,51 £ 0,79 ng/ml (n=3), p < 0.05).

Posteriormente, uma andlise completa de amostras obtidas de animais
submetidos a pungdo cardiaca a intervalos regulares de 3 h ao longo de 24 h
evidenciou o padrao temporal de liberacdo deste hormoénio marcador do
periodo de atividade na espécie estudada (Figura 8). Com a entrada do periodo
de iluminacdo (ZT 0), os valores obtidos de corticosterona plasmatica
permaneceram inalterados por até 6 h (ZT 6) quando entdo passaram a
apresentar um aumento gradativo e valor maximo na transicdo claro/escuro
(ZT 12). Durante o periodo de escuro, uma queda gradativa nos niveis
plasmaticos de corticosterona foi observada até o final do periodo de escuro (ZT
24), quando os niveis de corticosterona ndo diferiram dos valores basais

encontrados no inicio do periodo de claro (ZT 0 a ZT 6).
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Figura 8- Padrdo temporal de variacdo plasmatica de corticosteronaem Rhinella
icterica. Os ntmeros acima dos pontos indicam o namero de animal
em cada grupo, sendo estes diferentes a cada ZT, de modo que cada
animal foi puncioado apenas uma vez. Os dados representam a média
tepm do numero de animais indicados em cada ponto. * p<0.05

comparado aos ZTs 0 - 6, 21 e 24.

2. Niveis plasmaticos de melatonina em Rhinella icterica

A andlise de amostras de plasma de animais mantidos em condigdes
controladas de temperatura e iluminacdo claro-escuro (12/12 h) coletadas por
puncdo cardiaca a intervalos regulares de 3 h ao longo de 24 h revelou a
existéncia de um ritmo circadiano de producdo e liberacdo de melatonina
(Figura 9). Os niveis de melatonina apresentaram-se baixo durante todo o
periodo em que os animais estavam submetidos a iluminacdo (ZT 0 a ZT 12) e
no inicio do periodo de escuro (ZT 15). Seis horas ap6s o apagar das luzes (ZT
18) um pico de produgdo de melatonina foi observado seguindo-se uma
diminuicdo gradativa, até o final do periodo de escuro (ZT 24), aos niveis basais

de melatonina quantificados no periodo de claro (ZT 0 a ZT 12).
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Figura 9- Padrdo temporal de variacdo plasmatica de melatonina em Rhinella
icterica. Os ntmeros acima dos pontos indicam o namero de animal
em cada grupo, sendo estes diferentes a cada ZT, de modo que cada
animal foi puncioado apenas uma vez. Os dados representam a média
tepm do numero de animais indicados em cada ponto. * p<0.05

comparado aos ZTs no periodo de claro e final do periodo de escuro.

3 - Efeito da inflamacdo sistémica por LPS sobre a producao de citocinas em

Rhinella icterica

A inflamacao sistémica induzida por LPS (2 mg/Kg, ZT 15, via sacos
linfaticos) levou a um aumento da produgéo da citocina IL-1f (salina: 14,6 £ 6,3
pg/ml; LPS: 37,4 + 1,2 pg/ml, n=3). Do painel de citocinas analisadas, as
citocinas IL-10, IL-12p70, IL-17, IL-17A, IENY e TNF nao foram detectadas,
enquanto que as demais citocinas ndo apresentaram alteracdes apds o

tratamento com LPS (Figura 10).
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Figura 10- Efeito da administracdo de LPS sobre a producgado de citocinas em
Rhinella icterica. Os animais, mantidos em ciclo claro-escuro 12/12 h,
foram administrados com LPS via sacos linfaticos (2 mg/Kg, ZT 15) e
sacrificados ap6s 2 h. Citocinas nao detectaveis: 1L-10, IL-12p70, IL-
17, IL-17A, IENY e TNF. Citocinas ndo reguladas pelo tratamento
com LPS: GM-CSF, IL-2, IL-4, IL-6, MCP1. Para a citocina IL-1f, os
dados representam a média + epm do namero de animais indicados.

* p<0.01 quando comparado a salina.

4. Efeito da inflamacao por LPS sobre a producdo de corticosterona em

Rhinella icterica

A inflamacdo sistémica induzida por LPS (2 mg/Kg, ZT 15, via sacos
linfaticos) levou a um aumento significativo nos niveis de corticosterona

mensurados no plasma de animais sacrificados 2 h apés o insulto (Figura 11).
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Figura 11- Efeito do tratamento in vivo com LPS sobre a producdo de
corticosterona. Os animais, mantidos em ciclo claro-escuro 12/12h,
foram administrados com LPS via sacos linfaticos (2 mg/Kg, ZT 15) e
sacrificados apdés 2 h. Os dados representam a média tepm do
numero de animais indicados na figura. * p<0.01 quando comparado

a salina.

5. Efeito da inflamacao por LPS sobre a producao de melatonina plasmatica e

ocular em Rhinella icterica

A inflamacdo sistémica induzida por LPS (2 mg/Kg, ZT 15, via sacos
linfaticos) levou a uma diminuicdo significativa nos niveis de melatonina
mensurados no plasma de animais sacrificados 2 h ap6s o insulto (Figura 12A),
sendo o mesmo efeito observado sobre o contetido de melatonina ocular (Figura
12B). Nos grupos controle, administrados com salina, a quantificagdo do

conteido de melatonina plasmatica e ocular nao diferiram entre si.
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Figura 12- Efeito do tratamento in vivo com LPS sobre a producdo de
melatonina plasmatica (A) e ocular (B). Os animais, mantidos em
ciclo claro-escuro 12/12 h, foram administrados com LPS via sacos
linfaticos (2 mg/Kg, ZT 15) e sacrificados apdés 2 h. Os dados
representam a média +tepm do ntmero de animais indicados na

tigura. * p<0.05 quando comparado a salina.



DISCUSSAO

Este trabalho, que teve por objetivo estudar em anuros da espécie
Rhinella icterica a existéncia de uma comunicacao bidirecional entre os sistemas
imune e enddcrino através das interacdes entre seus mediadores, demonstrou
inicialmente o padrdo temporal de variagdo plasmatica dos hormonios
corticosterona e melatonina, produzidos pelas glandulas interrenais e pineal,
respectivamente. A seguir, os dados obtidos permitiram evidenciar que uma
inflamacdo sistémica induzida por LPS leva a um aumento da liberacdo da
citocina IL-1B, ativa o eixo hipotdlamo-hipéfise-interrenal, aumentando a
producdo de corticosterona pela glandula interrenal, e inibe a sintese de
melatonina pela glandula pineal, bem como a produgdo ocular desta
indoleamina.

Niveis basais de corticosterona apresentam variagdes didrias com pico de
liberagdo antes ou durante a fase de atividade dos animais (BREUNER et al.,
1999; JESSOP et al., 2002). Este pico de liberagao de corticosterona é responsavel
pela regulacio de diversos fenomenos fisiolégicos e comportamentais
consistentes, como despertar e o metabolismo, associados ao periodo de
atividade do ciclo sono-vigilia (JESSOP et al., 2014). Os resultados obtidos neste
trabalho vao ao encontro com a naturalidade da espécie estudada, ja que a
corticosterona plasmaética encontra-se mais elevada justamente na transigao
claro-escuro, preparando estes animais para a entrada em atividade no periodo

noturno.
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Em relacdo a melatonina, os mecanismos que regulam a secregao ritmica
circadiana de melatonina nos vertebrados sido altamente sofisticados e
envolvem fotorrecepcdo retiniana, transformacdo neuroeletroquimica,
transmissao e transducdo de um estimulo neural em um output quimico (TAN

et al., 2010).

Em todas as espécies investigadas até hoje, os niveis plasmaticos de
melatonina sdo altos durante a noite e baixos durante o dia, provendo os
organismos com esta consistente marcagao dos periodos do dia e da noite. No
nosso estudo com machos adultos de Rhinella icterica, um tipico aumento da
melatonina plasmatica no periodo da noite foi observado. Esse resultado

corrobora com varios estudos feitos com diversas espécies de animais de habito

diurno ou noturno (JESSOP et al., 2002; 2014).

E interessante notar que, apesar da glandula pineal ter passado por
alteragdes anatdmicas e funcionais durante a evolugao, o padrdao noturno de
producdo de melatonina é mantido em todas as espécies de vertebrados
estudadas, enfatizando a importancia desta consistente indicagdo da durangao
dos periodos de claro e escuro para a regulagao de varios processos fisiologicos.
Alteragdes sazonais no ciclo de iluminagdo claro/escuro e temperatura
refletem-se na amplitude e duragao do pico noturno (ISORNA et al., 2006).

O aumento dos niveis de IL-1p no plasma dos animais experimentais
corrobora a inducdo da resposta inflamatéria por LPS em Rhinella icterica. O

LPS, importante indutor de respostas inflamatérias, é um agente eficiente na

ativacdo de células através do receptor TLR-4, receptores inatos que



reconhecem PAMPs e estimulam a producdo de citocinas pro-inflamatoérias,
como TNF, IL-1P e IL-8, dentre outras (QIN et al., 2005). A interleucina IL-1B
possui propriedades pro-inflamatoérias potentes (TATAKIS, 1993), sendo uma
glicoproteina de 17 KDa produzida majoritariamente por mondcitos e
macréfagos. No entanto, essa citocina também pode ser produzida por
fibroblastos e células 6sseas, sendo ainda induzida por microorganismos,
produtos microbianos, agentes inflamatérios e antigenos (HOROWITS, 1993;

MATSUKI et al., 1991, 1992).

Considerando que a maioria das espécies de anfibios e répteis
respondem a estressores elevando os niveis plasmaéticos de corticosterona
(GUILLETTE et al., 1995; LANCE, 1990; TYRRELL & CREE, 1998, MOORE &
JESSOP, 2003), o aumento deste hormonio em resposta a admnistracao de LPS
estd de acordo coma classica resposta enddcrina ao estresse inflamatdrio

(SAPOLSKY, 2000).

Uma vez que o efeito da corticosterona na presenca de alta estimulagao
catecolaminérgica, evento observado em situagdes de grande estresse, leva a
uma reducdo da sintese de melatonina (FERNANDES et al., 2017), os dados
com este modelo de inflamacdo sistémica induzido por LPS neste trabalho
corroboram os efeitos sobre a ativacdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-adrenal com
consequente aumento da produgao de corticosterona e reducdo significativa da
concentracdo plasmatica de melatonina. Este foi, portanto, um fenémeno
dependente da resposta inflamatdria e atingiu também a maquinaria de sintese

de melatonina ocular.
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Em relacdo a melatonina ocular, WRIGHT e colaboradores (1999)
validaram que girinos de Rana catesbeiana, ao receberem injecdes de
hidrocortisona, reagiram apresentando uma disposicdo a um efeito dual da
resposta da melatonina ocular a injecdo. Nesse estudo, os individuos
apresentaram uma diminuicdo da melatonina ocular 6 h apds a injecao,
elevando a concentracdo local deste hormonio somente 15 h apés o desafio a

hidrocortisona (WRIGHT et al., 1999).

2

E interessante também notar que o efeito da corticosterona sobre a
sintese de melatonina ocular observado em Rhinella icterica neste estudo foi
recentemente observado em nosso laboratério em anuros da espécie Hypsiboas
faber apdés o tratamento com ACTH. Neste trabalho, avaliou-se os niveis
plasmaticos de corticosterona e testosterona, bem como o contetido ocular de
melatonina em amostras coletadas 1 h, 3 h e 6 h ap6ds o tratamento com ACTH
(BARSOTT]I, 2017). Esse desafio ocasionou um aumento nos niveis plasmaticos
de corticosterona 1 h apés o tratamento. Contudo, apés 6 h do apagar das luzes
e aplicacdo das injecdes, o grupo que recebeu a injecdo de ACTH exibiu um
aumento nos niveis de melatonina ocular quando comparado ao grupo que
recebeu injecdo de salina (BARSOTTI, 2017). Os autores também observaram
que, concomitante ao aumento da melatonina ocular, houve uma diminuicao da
corticosterona plasmatica para niveis préximos ao normal (BARSOTT], 2017).

Em anuros, se faz necessario destacar os achados encontrados em adultos
da espécie Rana perezi, onde o conteido de melatonina é maior na retina que na

glandula pineal e o perfil plasmatico de melatonina é o mesmo que na retina,



levando os autores a sugerirem que a melatonina ocular pode ser a principal
fonte de melatonina circulante nesta espécie (DELGADO & VIVIEN-ROELS,
1989). Contudo, muitos érgaos possuem a capacidade de produzir melatonina
dado os altos niveis que a contém (HARDELAND, 2009), sendo plenamente
estabelecido que o ritmo didrio de melatonina plasmatica é exclusivamente
funcdo de sua secrecdo pela pineal. Além do sangue, a melatonina é detectavel
na camara anterior dos olhos (YU et al, 1990), no liquor (SKINNER &
MALPAUX, 1999), na bile (TAN et al.,, 1999), no fluido folicular ovariano
(NAKAMURA et al., 2003), entre outros. Além disso, esses fluidos apresentam
concentracdes maiores que no soro, sugerindo que a melatonina é concentrada
contra um gradiente ou que a melatonina presente nesses fluidos nao seja
proveniente do sistema vascular sanguineo (HARDELAND, 2009).

Em nosso estudo, a quantificagdo do contettdo de melatonina ocular em
animais controle tratados com salina ndo foi maior que a quantificagdo de
melatonina plasmatica nestes mesmos animais.

Um dado interessante a se destacar é a demonstracdo de alteracdes no
ritmo de secrecdo de melatonina junto a mudancas do estdgio de vida. Foi
verificada, através da medida dos niveis plasmatico e ocular de melatonina,
uma inversao do ritmo desta indolamina apés a metamorfose (WRIGHT &
BRUNI, 2004).

Sabe-se que a inflamagao é essencial para a protecao do organismo contra
invasores, tais como virus, bactérias e parasitas, porém uma reacdo exacerbada

pode gerar sérios danos a 6rgaos e tecidos (TAN et al., 2010). A melatonina, por
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sua vez, aparentemente desempenha um habil papel em balancear uma reagao
inflamatéria normal de uma excessiva, além de reduzir a injaria causada em
orgaos e tecidos por reagdes inflamatorias exageradas (TAN et al., 2010).

Varios estudos demonstram que, em roedores, a melatonina é
frequentemente usada para suprimir as reagdes sistémicas inflamatodrias
induzidas por LPS (CHEN et al, 2006; PERREAU et al, 2007), agindo
basicamente na regulacdo da expressdao génica da enzima proé-inflamatéria
ciclo-oxigenase 2 (COX-2), além de reduzir os niveis de TNF e diminuir o
contetdo de 6xido nitrico sintase (iNOS) (ESCAMES et al., 2003; MAYO et al.,
2005). No nosso trabalho, a inflamagdo sistémica induzida por LPS levou a
estimulacdo do eixo hipotdlamo-hipéfise-interrenal, elevando os niveis de
corticosterona plasmatica e descrescendo os niveis de melatonina plasmatica.
Concomitante com a elevacdo da corticosterona, a melatonina declinou em
resposta a injecdo de LPS.

Estudos do nosso grupo sugerem que a corticosterona pode ter uma acao
direta sobre a glandula pineal, modulando a producdo de melatonina (LOPES
et al, 2001, FERNANDES, 2009). Em trabalho recente, Fernandes e
colaboradores demonstram que este hormonio exerce um efeito dual sobre a
glandula pineal, podendo estimular ou inibir a producdao de melatonina
(FERNANDES et al., 2017).

Esse efeito dual que a corticosterona exerce na sitense da melatonina se
dd em decorréncia da ativagdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal,

responsavel pela liberacdo dos peptideos CRH e ACTH, sendo esses capazes de



elevar a secrecdo de noradrenalina (SABBAN, et al., 2004; FERNANDES et al.,
2017). Esse fato estimula paralelamente os adrenoceptores & e B, que na
presenca de altos niveis de glicocorticoides, levam a redugdo na sintese de
melatonina. Entretando, a corticosterona potencia a producdo do precursor N-
acetilserotonina (NAS) e da propria melatonina, induzida por concentragdes
regulares de noradrenalina, que ativam somente adrenoceptores
(FERNANDES et al., 2017).

Deste modo, o perfil similar a rodeores (TAMURA et al.,, 2010) da
produgao de citocinas, corticosterona e melatonina observado em Rhinella
icterica frente a um desafio inflamatdrio sistémico, abre possibilidade de que
novas abordagens sejam feitas no sentido de entender de forma mais ampla a
importancia das integracdes imuno-enddcrinas em diferentes grupos de

vertebrados.
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CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho evidenciam em anuros da

espécie Rhinella icterica:

1-

O padrdo temporal de producdo e liberacdo dos hormodnios
corticosterona e melatonina, hormoénios marcadores do
periodo de atividade e escuro, respectivamente;

LPS é um importante indutor da resposta inflamatéria levando
a um aumento da liberacdo da citocina IL-1B;

A inducdo da inflamagao sistémica por LPS ativa o eixo
hipotadlamo-hipéfise-interrenal, aumentando a produgao de
corticosterona pela glandula interrenal;

LPS atua como um PAMP e leva a inibicdo da sintese de

melatonina plasmatica e ocular.

Esses resultados sugerem a existéncia de uma comunicagao bidirecional

entre os sistemas neuro-imuno-endécrino através das interacdes entre seus

mediadores apontando, desta forma, para a existéncia do Eixo Imune-pineal

ativo em anuros da espécie Rhinella icterica. Estimulos estressores como

PAMPs/DAMPs modulam a atividade da glandula pineal ativando o Eixo

Imune-pineal com conseguinte diminuicdo da sintese de melatonina e

montagem da resposta inflamatoria.



RESUMO

Inflamacao sistémica induzida por LPS em anuros da espécie Rhinella
icterica: efeito sobre os mediadores inflamatorios citocinas, corticosterona e
melatonina

Priscilla Rachel Oliveira Bastos
Vérios estressores, incluindo poluicdo e patégenos, tém contribuido para o
declinio/extingdo da populagdo de anfibios, levantando a questao da
necessidade de ampliar o conhecimento dos aspectos da imunidade inata destes
animais. Este trabalho teve por objetivo investigar os efeitos da inflamacdo
sistémica induzida por LPS na producdo de mediadores que participam da
montagem e resolucdo de respostas inflamatorias em anfibios anuros. Adultos
machos da espécie Rhinella icterica coletados em Janeiro de 2015 (Sao Luiz do
Paraitinga, SP, Brazil (Licenca do IBAMA: 29896) foram mantidos
individualmente em caixas plasticas com circulagao de ar, 22+2°C, LD 12:12 h,
agua ad libitum e alimentados uma vez por semana com grilos e baratas. As
variagOes didrias de CORT e MEL foram determinadas no plasma coletado
durante 24 h por pungao cardiaca. Para a inducdo de uma inflamacao sistémica,
os animais foram injetados no saco linfatico dorsal com solucao salina ou LPS
(de Escherichia coli, serotype 0127:B8; 2.0mg/Kg; ZT15) e eutanaziados apds
duas horas (CEA IB-USP, n° 262/2016; protocolo 16.1.395.41.0). O padrao
temporal de liberacdo de CORT foi evidenciado pelos niveis aumentados no
periodo de atividade dos animais, com pico de liberagdo na transigdo claro-
escuro. O padrao temporal noturno de producdao de MEL foi evidenciado,

atingindo um pico de liberagdo 6 h apés a entrada do escuro. A inflamacdo
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sistémica induzida por LPS levou a um aumento nos niveis da citocina IL-1p,
ativagdo do eixo hipotalamo-hipoéfise-interrenal com aumento de 10x nos niveis
de CORT e uma diminui¢do no conteido de MEL plasmética e ocular. Desta
forma, os dados apresentados evidenciam uma variagao circadiana na produgao
dos hormoénios CORT e MEL, ainda ndao demonstrados em Rhinella icterica, bem
como a existéncia de um mecanismo regulatério bidirecional entre os sistemas
imune e endécrino em anfibios, apontando para a presenca de um Eixo Imune-
Pineal ativo no controle de processos patologicos em anfibios, tal como ja
demonstrado em mamiferos.

Palavras-chave: Corticosterona, melatonina, inflamacao, LPS, Rhinella
icterica, citocinas.



ABSTRACT

Corticosterone and melatonin crosstalk in controlling inflammatory process
in toads (Rhinella icterica)

Priscilla Rachel Oliveira Bastos
Several stressors, including pollution and pathogens, have contributed to the
decline/extinction of the amphibian population raising the question of the need
to increase knowledge of the aspects of the innate immunity of these animals.
This work aimed to investigate the effects of systemic inflammation induced by
LPS on the production of mediators that participate in the assembly and
resolution of inflammatory responses in amphibians. Male adults of the specie
Rhinella icterica collected in January 2015 (Sao Luiz do Paraitinga, SP, Brazil
(IBAMA License: 29896) were individually kept in plastic boxes with air
circulation, 22+2°C, LD 12:12 h, water ad libitum and fed once a week with
crickets and cockroaches. The daily variations of CORT and MEL were
determined in plasma collected for 24 h by cardiac puncture. In order to induce
a systemic inflammation, the animals were injected into the dorsal lymph sac
with LPS (Escherichia coli, serotype 0127: B8, 2.0 mg/kg, ZT15) and euthanized
after two hours (CEA IB-USP, n° 262/2016; protocol 16.1.395.41.0). The temporal
pattern of CORT release was evidenced by the increased levels in the period of
activity of the animals, with a peak release at the transition light/dark cycle.
The nocturnal temporal pattern of MEL production was evidenced reaching a
peak of release 6 h after the dark entrance. LPS-induced systemic inflammation
led to an increase in the cytokine IL-1B levels, activation of the hypothalamic-

pituitary-interrenal axis with a 10x increase in CORT levels and a decrease in
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plasma and ocular MEL content. Thus, the data presented evidence a circadian
variation in the production of CORT and MEL hormones, not yet demonstrated
in Rhinella icterica, as well as the existence of a bidirectional regulatory
mechanism between the immune and endocrine systems in amphibians,
pointing to the presence of an Immune-Pineal Axis active in the control of
pathological processes in amphibians, as already demonstrated in mammals.

Key words: Corticosterone, melatonin, inflammatory process, LPS, Rhinella
icterica, cytokines.
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