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Resumo

A sintese de melatonina por fagécitos mononucleares do colostro humano é
iniciada apo6s a indugdo com a particula zimosan, com ou sem opsonizagao por IgA.
Esta producdo é dependente da ativacdo da via NFKB, o que foi observado ap6s o
bloqueio farmacolégico da via com PDTC ou ALLN levando a diminuicdo da
concentracdo de melatonina nas culturas. A localizacio do NFKB varia
temporalmente ap6s o estimulo inicial e as subunidades do NFKB sdo diferentes no
ndcleo de células ativadas. A subunidade p50 esta presente em todas as condigdes
experimentais (controle, zimosan e zimosan opsonizado), mas as subunidades Rel A
e c-Rel apenas nas células tratadas. A melatonina apresenta atividade sobre células
imunocompetentes em diversos modelos experimentais, mas o modelo de fagocitose
ainda nao havia sido relatado na literatura. Observamos que a melatonina é capaz de
potenciar a fagocitose de zimosan ndo opsonizado. A capacidade de sintese de
melatonina apresentada por células imunocompetentes é um fendmeno conhecido e
agora pudemos demonstrar que a via NFKB é responsdvel também pela sintese de
melatonina em fagocitos mononucleares do colostro. Ao contrario do que ocorre na
glandula pineal onde a ativacdo da via do NFKB bloqueia a sintese de melatonina,
nos leucoécitos, a ativagdo desta via se faz necessaria para o inicio da sintese. Uma
possivel justificativa para esta diferenca é a presenca da subunidade c-Rel apenas nos
fagocitos, permitindo supor que esta subunidade seja responsavel pela sintese de
melatonina nestas células. Hipoteticamente, a sintese de melatonina dependente da
ativagdo de um fator envolvido com a resposta inflamatéria, abre a perspectiva de
que a melatonina estaria participando deste processo. O aumento na taxa de
fagocitose induzida pela melatonina mostra uma participacdo importante dessa
indolamina durante uma infec¢do, diminuindo o tempo em que um possivel
patogeno se encontraria no meio extracelular auxiliando na sua rapida eliminacdo.
Os dados apresentados no presente trabalho demonstram que as células
imunocompetentes ndo apenas produzem esta indolamina, como também se utilizam

dela para modular processos nos quais estas células participam.



Abstract

The melatonin synthesis by human mononuclear phagocytes starts after the
induction by IgA opsonized or not zymosan. This production is dependent on the
activation of NFKB pathway since the pharmacological block of the pathway by
PDTC or ALLN reduces the melatonin concentration in culture supernatants. The
NFKB localization temporally varies after initial stimulus and the presence of specific
subunits in the cell nucleus is different in activated cells when compared with control
cells. We observed the presence of p50 subunit in all experimental conditions
(control, zymosan, opsonized zymosan), but the Rel A and c-Rel subunits were only
detected in treated cells. Melatonin shows activity over immune cells in many
experimental models, but the phagocytosis model was not yet reported in literature.
We observed that melatonin (1 nM) is able to potentiate the non opsonized zymosan
phagocytosis. The capacity to synthesize melatonin presented by immune cells is a
well known phenomenon and now we demonstrate that the NFKB pathway is also
responsible for the melatonin synthesis in colostral mononuclear phagocytes. The
activation of NFKB pathway inhibits the melatonin synthesis in pineal gland but, in
leukocytes, the activation of this pathway is necessary to achieved melatonin
synthesis. A possible explanation for this difference is the presence of c-Rel in the
phagocytes, which presents transactivation domains, allowing the supposition that
this subunit is the responsible for melatonin synthesis in these cells. Since, melatonin
synthesis is dependent on the activation of a factor involved with an inflammatory
response, this study opens the perspective that the melatonin could participate as a
modulator of this process. The phagocytosis induced by melatonin discloses a
significant role of this indolamine during an infection, promoting the fast elimination
of pathogen in the extracellular medium. The data shows that immune cells not only
produces this indolamine, but also use the melatonin to modulate the immune

responses.
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O colostro humano, secrecdo rica em proteinas, lipideos, carboidratos, sais
minerais e células imunocompetentes, é de grande relevancia para o bom
desenvolvimento do recém-nascido. Uma grande quantidade de células
mononucleares, principalmente fagocitos, e menor quantidade de células
polimorfonucleares formam a primeira linha de defesa, protegendo o recém-nascido
contra microorganismos patogénicos.

Esta protecao inicial implica na fagocitose de patégenos decorrente da ativagao
de receptores de membrana por padrdes moleculares associados a patoégenos
(PAMPs). A principal via de transdugdo que medeia a fagocitose é a translocagao
nuclear do fator de transcricdo kappa B (NFKB), capaz de induzir a expressao génica
de citocinas, hormonios, e receptores ligados a resposta inflamatéria.

A melatonina, liberada ritmicamente pela glandula pineal durante a fase de
escuro, sincroniza o organismo ao ciclo de claro/escuro ambiental. Além deste efeito
cronobidtico, esta molécula também tem propriedades antiinflamatérias e
reguladoras do sistema imunolégico.

Esta indolamina ¢é sintetizada por diversos 6rgaos e tecidos além da glandula
pineal, e sdo as células imunocompetentes uma das mais importantes fontes de
melatonina extra-pineal. Esta sintese é induzida pela ativacdo destas células, mais
precisamente os fagocitos, por bactérias ou compostos imunogénicos, coincidindo
com o inicio de uma resposta inflamatoria.

O mesmo indutor da sintese de melatonina por estes fagécitos também induz a
producao de citocinas pré-inflamatoérias, como o fator de necrose tumoral (TNF), que

é capaz de sinalizar na glandula pineal a ocorréncia de um processo inflamatério na



INTRODUCAO
periferia. Esta sinalizagdo inibe a producdo noturna de melatonina, que sé é
restaurada apos a resolucdo desta inflamagao.

A observagao de que a glandula pineal esta instrumentada para atuar como um
sensor de respostas imunolégicas, e que é capaz de responder a tais estimulos,
permitiu a proposicdo de um novo conceito de trabalho, que sugere uma
comunicagdo bi-direcional entre a glandula pineal e o sistema imunolégico.

Todas as informagdes aqui apresentadas fazem a base desta dissertacao e serao

bem descritas ao longo da introdugao.
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Colostro Humano

O colostro é um liquido secretado pela glandula mamaéria nos primeiros dias
de lactacdo (aproximadamente até o 5° dia pés-parto), tendo papel fundamental no
desenvolvimento do neonato (Carlsson et al., 1994; Calil et al., 2003). Sua composicao,
que inclui células de defesa, anticorpos, lipideos, carboidratos, proteinas, é especifica
para cada espécie e fornece ao neonato, ndo apenas nutrientes, mas também

elementos de defesa essenciais para os primeiros dias de vida.

2

O colostro humano é transparente, levemente amarelo devido a alta
concentracdo de beta-caroteno, e altamente rico em células. E uma secrecdo viscosa
que apresenta maior concentragdo de proteina, sais minerais e vitaminas
lipossolaveis, bem como menores teores de lactose, gorduras e vitaminas do
complexo B do que o leite maduro. Seu contetido energético oscila em torno de 58
kcal/100 mL, em contraste com o leite maduro, que é de 71 kcal/100 mL. A
composicao média do colostro humano, leite materno maduro e leite de vaca é

apresentada na tabela 1 (Calil et al., 2003).
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Tabela 1 - Composi¢dao do colostro e leite humanos, e do leite de vaca. Adaptado de Calil e

cols. (2003).

Componentes Colostro Leite maduro | Leite de vaca
— Agua (g/dl) 87,2 87,6 87,3
— Energia (kcal/dl) 58 71 69
— Sdlidos totais (g/dl) 12,8 12,4 12,7
Minerais 0,33 0,21 0,72
Gorduras 1,85a2,9 3,0a3,8 3,7
Lactose 5,3 7 4,8
Proteinas Totais 2,7 1,2 3,3
— Fracoes protéicas (g/dl)
Caseina 1,2 0,25 2,8
Lactalbumina - 0,3 0,2
Lactoglobulina - - 0,4
— Minerais
Sdédio (mEg/l) 21 7 25
Potassio (mEqg/l) 19 14 35
Cloreto (mEg/l) 26 12 29
Calcio (mg/dI) 31a32 28 a 33 125
(mEg/l) 15,5a 16 12a 16,5 62,4
Magnésio (mg/dl) 3a4 3a4 12
(mEg/l) 2,5a33 2,5a3,3 10
Fosforo (mg/dl) 12 a 14 13a15 96
Sulfato (mg/dl) 22 14 30
Ferro (mg/dl) 0,09 0,15 0,1
lodo (mg/dl) 0,012 0,007 0,021
Cobre (mg/dl) 0,05 0,04 0,03
Zinco (mg/dl) 0,5a 0,96 0,25 a 0,37 0,38
— Aminoacidos (mg/dl)
Arginina 75 51 124
Cistina - 29 -
Histidina 41 23 80
Isoleucina 101 86 212
Leucina 165 161 356
Lisina 117 79 257
Metionina 25 23 87
Fenilalanina 70 64 173
Tirosina - 62 190
Treonina 85 62 152
Triptofano 32 22 50
Valina 117 90 228
— Acidos Graxos (% do total)

— Total Saturado 47,7 48,2 -
Laurico 0,9 47a5,5 3,6
Miristico 28 7,9a8,5 11,8

Palmitico 24,6 23,2 a2 26,7 36,6
Estearico 9,9 6,92a8.3 8,1
— Total Insaturado 52,4 51,8 -
Palmitoléico 1,8 3,0a34 3,2
Oléico 36 36,5 a 37,5 17,7
Linoléico 7,5 10,7 2,1
Linolénico 0,3 0,4 0,7
— Vitaminas
Vit. A (ug/dl) 161 53 34
Carotendides (ug/dl) 137 27 38
Vit. B4 (ug/dl) 1,9 16 42
Vit. B, (ug/dl) 30,2 43 157
Niacina (ug/dl) - 172 85
Vit. Be (ug/dl) 1,7 11 48
Ac. Fol. (ug/dl) - 4ab 5
Vit. B, (ug/dl) 0,05 0,18 0,56
Vit. C (mg/dl) 7,2 4,3 1,8
Vit. D (Ul/dl) - 0,4a10 0,3a4,0
Vit. E (mg/dl) 1,5 0,46 -
Vit. K (ug/dl) - 1,5 6




INTRODUCAO

Os leucécitos presentes no colostro humano podem ser mono ou
polimorfonucleares. As células mononucleares sdo em sua maioria macroéfagos e
linfécitos, e as polimorfonucleares sao neutréfilos. Na contagem total de leucécitos
presentes no colostro, sdo os macréfagos os mais abundantes (Wheeler et al., 2007).
As células imunocompententes presentes no colostro se encontram em um estado
quiescente.

Imunoglobulinas também sao transferidas ao neonato pelo colostro, junto com
as células imunocompetentes. Estas imunoglobulinas sdo direcionadas contra
microorganismos os quais a mae esteve exposta durante a vida, garantindo uma
protecdo contra potenciais patégenos presentes no ambiente em que a mae vive, ou
viveu (Goldman, 1993; Newman, 1995; Kolb et al.,2001). A composigao dos anticorpos
é diferente em colostro humano e de vaca. No colostro humano a imunoglobulina A
(IgA), que tem como fung¢do opsonizar e neutralizar patégenos, representa 90% do
total de anticorpos, enquanto no de vaca apenas 10% (Honorio-Franca et al., 1997,
2001; Jacob et al., 2008; Macpherson e Uhr, 2004; Wheeler et al., 2007). Na vaca a

principal imunoglobulina é a IgG (tabela 2).

Tabela 2 - Contettdo de imunoglobulinas no colostro humano. Adaptado de Wheeler e cols

(2007).
Espécie | Imunoglobulina Concentracio (g/l) % do total de Igs
Colostro Leite Soro Colostro Leite Soro
Humano I1eG 0,43 0,04 12,10 2,0 3,0 78,0
IgA 17,35 1,00 2,50 90,0 87,0 16,0
IgM 1,59 0,10 0,93 8,0 10,0 6,0
Vaca IgG1 46,40 0,58 11,20 75,5 71,6 47,0
1gG2 2,87 0,06 9,20 4.7 7,4 38,6
IgA 5,36 0,08 0,37 8,8 9,9 1,6
IgM 6,77 0,09 3,05 11,0 11,1 12,8
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Processos de Reconhecimento e Eliminacdao de Patégenos

Para haver a possibilidade de um reconhecimento de substancias exdgenas ao
organismo, e uma possivel resposta, as células do sistema imunolégico precisam de
mecanismos de reconhecimento e propagacdo da informacdo obtida pelo

reconhecimento inicial, assim como um mecanismo de eliminac¢do dos invasores.

Os mecanismos para reconhecimento de microorganismos utilizados pelas
células imunocompetentes sdo basicamente trés: receptores de membrana do tipo
Toll (TLR, do inglés “toll like receptors”), receptores de membrana envolvidos com o

processo de fagocitose, e receptores intracelulares localizados no citoplasma.

Ap6s o reconhecimento inicial, a eliminacdo de patégenos ocorre através do
processo de fagocitose ou através da eliminacdo da célula j& infectada. Fatores
liberados na regido infeccionada e na circulacdo podem ainda combater uma infecgao
que esteja se alastrando pelo organismo ou que tenha entrado diretamente na

corrente sanguinea.

Quando a resposta inicial contra eventuais patoégenos é resolvida, mecanismos
de sinalizagdo desencadeados durante a resposta inata atuam em conjunto com
mecanismos nheurais para criar uma “memoria” imunolégica, permitindo ao
organismo responder de forma mais eficiente e direcionada contra uma infeccao

posterior pelo mesmo tipo de microorganismo.
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Reconhecimento de particulas/microorganismos invasores por

receptores do tipo Toll

O processo de reconhecimento de patoégenos pelas células imunocompetentes
ocorre mediante a interacado inicial de padrdes moleculares associados a patégenos
(PAMP, do inglés “pathogen-associated molecular patterns”), encontrados em
virtualmente todos os micrébios, com moléculas presentes na superficie da
membrana destas células, os receptores de reconhecimento de padrdes ou PPRs (do

Ac

inglés “pattern-recognition receptors”), e dentre estes, a maior familia de receptores sdo

os TLRs (Aderem e Underhill, 1999; Ozinsky et al., 2000; Kawai e Akira, 2005).

Os receptores TLRs, sdo uma classe de receptores de membrana homologos
aos receptores Toll encontrados em Drosophila, compostos de 13 subtipos (Beutler,
2009a, 2009b; Kumar et al., 2009). Cada um deles é capaz de reconhecer elementos
expressos em diferentes microorganismos (tabela 3). Até o momento, ainda nao
foram descritos ligantes para os TLRs 12 e 13 (Underhill e Ozinsky, 2002; Beutler,

2009).
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Tabela 3 - TLRs, proteinas associadas, ligantes e moléculas adaptadoras. Proteinas associadas

referem-se a moléculas de superficie que conhecidamente tém papel essencial na deteccdo de alguns ligantes
(AC3LP, triacil polipeptideos; Ac2LP, diacil polipeptideos; LTA, acido lipoteitéico; Poli I:C, acido poli-inosinico-
policitidilico); dsRNA, RNA dupla-fita que forma o material genético de alguns virus; ssRNA, RNA fita simples

viral; CpGDNA, DNA metilado . Adaptado de Beutler (2009).

TLRs | Proteinas Associadas Ligantes Adaptadores
TLR1/2 CD14, CD36, Dectina 1 Ac3LP, Glicolipideos MyD88, MAL
TLR2/6 CD14, Dectina 1 Ac2LP, LTA, Zimosan MyD88, MAL

TLR3 Poli I:C, dsRNA TRIF

TLR4 CD14, MD-2 LPS, Taxol, e outros | MyD88, MAL, TRIF,TRAM
TLR5 Flagelina MyD88

TLR7 ssRNA e outros MyD838

TLR9 CpG DNA MyD88

TLR11 Profilina MyD88

TLR12 ? ?

TLR13 ? ?

Em alguns casos, os TLRs podem formar dimeros para reconhecimento de
certos elementos em comum, como é visto no caso do zimosan, uma particula
presente em fungos, e que pode ser reconhecida pelo dimero TLR 2/6, além de
individualmente por cada um destes receptores (Akira et al., 2004; Ikeda et al., 2008;
Kumar et al., 2009). O reconhecimento através dos TLRs permite uma identificacdo do
patégeno que estd causando a infeccdo e o desencadeamento de cascatas de
sinalizagdo intracelular que permitem a amplificagdo do sinal e eficiente resposta
inespecifica, capaz de combater uma infeccdo por praticamente qualquer patdégeno
apenas através do reconhecimento dos PAMPs que estes apresentam (Aderem e

Underhill, 1999; Ozinsky et al., 2000).
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Os TLRs utilizam basicamente duas vias de transducdo de sinal, uma
dependente e outra independente da proteina adaptadora MyD88 (do inglés,
“myelloid differentiation factor 88”). A ativacdo de praticamente todos os subtipos de
TLR, seja utilizando a MyD88 ou ndo, é capaz de ativar o NFKB, além de algumas
outras vias que variam de um subtipo para outro (Akira e Takeda, 2004; Kawai e

Akira, 2005), como pode ser visto na figura 1.

Zimosan
LTA : ssRINA
Glicolipideos
TLR 5 TRT

TLR 2/6 TLR S

[I U TBK1/IKKi TBKL/IKKi
MybB8 [Jmybss MyDB88 Myb88
II:I Il] l AF 6 TRAF &
IRAKs IRAKs IRAKs TRAKs
RIP l—_— RIP
IRF 3 IRF 3
TRAF 6 TRAF & 5
TRAF &
IFNP IFNR
NFKB NFKB
NFKB IFNa/p MAP quinases MAP quinases
MAP quinases NFKB
MAP quinases

Figura 1 - Ligantes classicos dos TLRs, moléculas adaptadoras utilizadas na cascata de

sinalizacdo e vias de transducio de sinal ativadas.

A ativacdo dos TLRs é um evento inicial na montagem de uma resposta

imunolégica de carater inato que contribui tanto na identificacdo da ameaca quanto

10
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nos estdgios posteriores de combate a infeccdo. A atuagdo dos receptores TLRs
auxilia em processos de sinalizagdo por induzir a sintese de citocinas e também
auxilia na fagocitose do patégeno (Aderem e Underhill, 1999; Underhill et al., 1999;
Underhill e Ozinsky, 2002; Iwazaki e Medzhitov, 2010). Em alguns casos os TLRs
agem em conjunto com receptores que se encontram no interior das células, os NOD
(do inglés, “nucleotide-binding oligomerization domain”), permitindo maior eficacia na
identificacdo dos patégenos e no direcionamento da resposta (Franchi et al., 2008;
Bortoluci e Medzhitov, 2010). Existe também a possibilidade de TLRs atuarem
conjuntamente com outros elementos presentes na membrana ou mesmo no meio
extracelular para reconhecer uma particula especifica, como é o caso do TLR 4, que
pode reconhecer o lipopolissacarideo de bactérias gram-negativas (LPS) em
colaboracdo a proteina LBP (do inglés, “lipopolysaccharide binding protein”). Esta
atuagdo conjunta facilita a formagdo de um complexo do TLR4 com a proteina
acessoria MD-2 e com o receptor de membrana (que pode ser encontrado também em
uma forma soltivel, no meio extracelular) CD 14 (Tobias et al., 1993; Miyake, 2004; Lu

et al., 2008).

Fagocitose

A fagocitose é um processo altamente conservado, cuja funcdo primordial
relaciona-se a obtencdo de nutrientes por organismos unicelulares. J4 em organismos
mais complexos, a fagocitose é realizada por células especializadas, os fagdcitos, e
esta relacionada a mecanismos de defesa do organismo (Aderem e Underhill, 1999;

Aderem et al., 2004).
11
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Os receptores responsaveis pelo desencadeamento da fagocitose sdo os
receptores para elementos nao-especificos encontrados em microorganismos, como
os receptores de manose (Speert e Silverstein, 1985) ou glicanas (como por exemplo, o
receptor dectina-1) (Gantner et al., 2003; Brown et al., 2006; Kennedy et al., 2006);
receptores para patdgenos opsonizados por complemento, ou receptores Fc
especificos para patégenos opsonizados com imunoglobulinas (Aderem e Underhill,

1999, Bakema et al., 2006).

O processo de fagocitose envolve o reconhecimento de antigenos por parte dos
receptores apropriados, seguida por uma sinalizacdo via proteina tirosina quinase
SyK (do inglés “spleen tirosine kinase”) e proteina quinase C (PKC, do inglés, “protein
kinase C”) que modulam a polimerizacdo de actina, proteina presente no citoplasma
das células eucariotas que participa da sustentacdo e movimentacao da membrana
plasmatica. A actina age na regido de ligacdo entre antigeno e receptor, pois sua
polimerizacdo ou despolimerizacdo altera a membrana de modo que esta possa
engolfar e internalizar a particula ou patégeno ligado (Aderem e Underhill, 1999;
Steinberg e Grinstein, 2008). A actina esta envolvida em praticamente todas as etapas
do processo, desde ingestdao da particula/microorganismo, a eliminagdo do que foi
ingerido (Hartwig et al., 1992). Além de participar do englobamento e internalizagao
da particula ligada, atua também no transito das vesiculas que se fundem ao
fagossomo (nome dado ao compartimento internalizado com o microorganismo) ao
longo do processo de maturacao do mesmo (Hartwig et al., 1992; Allen e Aderem,

1995).

O fagossomo, apds ser maturado por uma série de fissdes e fusdes com

endossomos ligados ao processo de endocitose, se encontra em um estado no qual o
12
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patégeno internalizado é eliminado por enzimas e espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ROS e RNS respectivamente, do inglés “reactive oxygen species” e “reactive
nitrogen species”) (Aderem e Underhill, 1999). Este processo de maturagdo envolve
diversas moléculas e eventos intracelulares, dependentes do ion calcio (Ca?*). Estes
eventos sdo a atividade das enzimas PKC a (uma isoenzima da PKC) e calmodulina e
da proteina MARCKS (um substrato tanto da PKC a quanto da calmodulina), que
participam da polimeriza¢do da actina e fusdo dos endossomos (Hartwig et al., 1992;

Brumell et al., 1995; Mandeville e Maxfield, 1996; Colombo et al., 1997; Kim-Park et al.,

1997; Peters e Mayer, 1998; Mills et al., 2001).

O processo de fagocitose por si s6 induz e necessita da presenga de ROS (como
peréxido de hidrogénio e anion superéxido) e RNS, que sdo gerados para eliminar os
microorganismos fagocitados. Estes radicais livres sdo gerados através de
mecanismos como a sintese de 6xido nitrico (NO) e o processo de “burst” respiratério

(Aderem e Underhill, 1999; Steinberg e Grinstein, 2008; Robinson, 2009).

Ao final do processo de maturacado, ha fusao de vesiculas contendo enzimas e

espécies reativas aos fagossomos, degradando os microorganismos fagocitados

(Aderem e Underhill, 1999; Vieira et al., 2002).

A fagocitose além de permitir a eliminacdo de microorganismos invasores,
também gera sinalizacdo pardcrina por citocinas pro-inflamatérias como o fator de
necrose tumoral (TNF), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 12 (IL-12) (Stein e Gordon,
1991; Ruland, 2008), que induzem a atividade de outras células imunocompetentes,
como os linfécitos T e B (Mosser e Edwards, 2008; Boyman et al., 2009). Estas citocinas

sdo induzidas pela fagocitose em si, e sua expressdo é ativada pela translocagao

nuclear do NFKB, quando induzido pela proteina adaptadora CARD 9 (de “caspase
13
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recruitment domain”), via proteina quinase SyK. Receptores de fagocitose que
possuem cascata de sinalizacdo por SyK tem atuacao sinérgica com receptores TLR,
potenciando e qualificando a resposta inata ao estimulo (Akira e Takeda, 2004;

Franchi et al., 2008; Ruland, 2008).

Desde o inicio, o processo de fagocitose dispara diversos eventos que
determinam e propiciam um processo de fagocitose eficiente atuando através de
diversos caminhos sinérgicos e redundantes de forma que a ocorréncia de todas as

etapas do processo seja garantida.

Posteriormente ao reconhecimento do patégeno, sua ingestdo, e eliminacao,
mecanismos desencadeados durante a resposta imunoldgica inata passam a
informacdo obtida adiante para células capazes de realizar uma manutengao
prolongada do combate a uma possivel infeccdo, e também resolvendo o processo
inflamatoério local, levando a um padrdo de resposta chamado de resposta

imunolégica adquirida (Janeway et al., 2001).

Esta passagem de um carater inato para um adquirido de resposta é gerada
basicamente por dois mecanismos sinérgicos: (i) A liberacao de citocinas por parte
das células envolvidas no reconhecimento e eliminacado inicial dos patégenos, que
permite tanto qualificar quanto quantificar a ameaga para o resto do organismo de
uma maneira rapida e precisa, ativando a diferenciacdo e expansao de células
capazes de combater especificamente os patégenos identificados na resposta inata.
(ii) A apresentagao dos antigenos resultantes da degradagao dos microorganismos no
fagossomo pelas células apresentadoras de antigenos para linfécitos T e B, direciona

a diferenciacdo destas células, que irdo efetuar a resposta adquirida contra os
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padrdes reconhecidos durante a resposta inata inicial (Parker e Eynon, 1991; Janeway

et al., 2001).

A atuacdo do sistema nervoso central sobre a resolucdo do processo
inflamatorio ocorre principalmente através de seu brago parassimpatico, mediado
pelo hormoénio acetilcolina. A ativagdo de receptores colinérgicos nicotinicos do
subtipo a7, expressos em macréfagos, causa inibicdo da producdo de diversas
citocinas pro-inflamatérias por macréfagos e monocitos, principalmente o TNEF,
permitindo que o processo inflamatério ndo cause danos teciduais caso este seja
exacerbado, reduzindo a inflamacdo em conjunto com mediadores liberados pelo
proprio sistema imunolégico. (Wang et al., 2003; Rosas-Balina et al., 2009; Su et al.,

2010; van Westerloo, 2010)

A resolugao do processo inflamatério conjuntamente com a diminuicdo da
produgdo de citocinas proé-inflamatérias como TNF, IL-1 ou IL-12 ocorre
concomitantemente com o aumento da sintese de citocinas antiinflamatérias como o

IL-10 (Mosser e Edwards, 2008).

Além de inibir a via NFKB nos macréfagos e mondcitos ativados (Rosas-Balina
et al., 2009), a acetilcolina também contribui com o amadurecimento e a propagagao
de linfécitos B no bago, especificamente aqueles que expressam o a7 nAchR, que
serdo responsaveis por combater infecgdes posteriores através da producdo de
anticorpos especificos contra patégenos reconhecidos na resposta inata (Skok et

al.2007).
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A Via de transducao de sinal NFKB

A via de transcricio NFKB foi identificada primeiramente em linfécitos B
como sendo uma via de sinaliza¢do capaz de regular a expressao da cadeia leve
nestas células (Akira e Takeda, 2004; Hayden e Ghosh, 2008; Ruland, 2008).

Esta é uma via de transdugdo de sinal e modulagdo da transcricdo génica em
diversos tecidos e grupos celulares, mas sua mais conhecida atuagdo é no sistema
imunolégico, onde age como uma via central na resposta imunolégica,
principalmente da resposta inflamatdria inata. A via NFKB pode ser desencadeada,
entre outros estimulos, pela ativacdao de receptores TLR, ou pelo processo de
fagocitose (Akira e Takeda, 2004; Hayden e Ghosh, 2008; Ruland, 2008).

O NFKB é um dimero que se encontra no citoplasma ligado a proteina
inibitéria kappa B (IKB). As cinco unidades protéicas que podem formar o dimero
NKFB pertencem a familia de homologia Rel, que é constituida pelas subunidades
p50 e p52, que ndo possuem um dominio de ativagdo de transcricdo (TAD, do inglés
“transcription activation domain”), causando a inibicdo da transcricio de um gene; e
pelas subunidades Rel A, Rel B e c-Rel, que possuem este dominio TAD e induzem a
transcricao génica (Hayden e Gosh, 2008).

A via de transducdo NFKB é ativada por receptores presentes na membrana
plasmaética ou no citoplasma (Franchi et al., 2008; Ruland, 2008) que por acdo direta, e
posterior transmissdo desses sinais através de moléculas adaptadoras, segue a
ativagdo das IKKs, quinases responsédveis por fosforilar as moléculas de IKB e

consequentemente fazer com que estas sejam degradadas via proteassoma, liberando
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o dimero NFKB para ir ao ntcleo (Hayden e Ghosh, 2008) como pode ser visto na

figura 2, que exemplifica a ativagdo do NFKB por um ligante de TLR 2/6, o zimosan.

HE R RRh R R AR AR R RERR R RN

TRAFE
P T T T T T i T Y TR T TR Y B T ”"-'.-'.-,.#_

Mucleo

-
v;-.r_w."irw.-“: FAT AT AN W L A
i «m;qﬂa.r VPR TRV RN R R TLANE u:nulﬁ m.”p._[ Lurr:u Em células imunocompetentes o dimero

mais comum & o po0/Rel A

Figura 2 - Ativacdo tipica do NFKB em células imunocompetentes. Um receptor do tipo

Toll localizado na membrana de células imunocompetentes é ativado por um ligante especifico, e, através de
moléculas adaptadoras, uma cascata de sinalizagao induz a translocacao nuclear do dimero p50/RelA para o

nucleo, ativando a transcricao de diversos produtos relacionados ao processo inflamatério.

Foi observado que as moléculas de IKB (no plural, pois existem alguns
subtipos) ao se ligar em dimeros do NFKB, por exemplo, ao p50/Rel A, mascaram
apenas a sequencia de localizacdo nuclear (NLS, do inglés, “nuclear localization
sequence”) da Rel A, enquanto a NLS da p50 fica exposta. A NLS exposta da p50,
quando acoplada com a sequencia de exportacdo nuclear (NES, do inglés, “nuclear

export sequence”) no IKB e na Rel A, leva a uma alternancia constante dos complexos
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IKB/NFKB entre o ntcleo e o citoplasma, mesmo em um estado de equilibrio
homeostético, ou seja, gerando uma constante alternancia na localizacdo do NFKB
entre ntcleo e citoplasma mesmo em condigdes basais (Ghosh e Karin, 2002).

Trabalhos de nosso grupo demonstram que a via NFKB estd envolvida na
sintese de melatonina pela glandula pineal de ratos. A ativagdo da via NFKB através
da exposicdo da glandula em cultura ao TNF, uma importante citocina de carater
proé-inflamatério, faz com que a sintese de melatonina seja bloqueada (Fernandes et
al., 2006). Mais recentemente mostramos que a glandula pineal apresenta um ritmo
de expressao de NFKB, sendo que durante a fase de claro, este se encontra no ntcleo,
mas no inicio da fase de escuro o mesmo sofre uma queda brusca (Cecon et al., 2010).

Estes dados sobre a via NFKB demonstram que esta via de sinalizagdo
apresenta uma estreita relacdo com a sintese de melatonina tanto em seu caréter
cronobidtico, por modular sua sintese na pineal, quanto em seu cardter pontual,
como sera demonstrado a frente.

Existem alguns compostos inibidores da atividade da via NFKB que sao
usualmente utilizados para avaliar a atividade desta via em alguns fendmenos. Os
compostos ALLN (N-acetil-L-leucil-L-leucil-L-norleucina) e PDTC (pirrolidina
ditiocarbamato) sdo bloqueadores da atividade da via NFKB que agem por vias
completamente diversas no bloqueio da sua atividade. O PDTC impede a ligagdo do
NFKB as regides promotoras do gene apds a entrada no ntcleo celular (Ziegler-
Heitbrock et al., 1993; Wolchok et al., 1994; De Plaen et al., 2006; Jiang et al., 2008),
enquanto o ALLN previne a degradacdo do IKB, e impede que o NFKB seja

translocado para o ntcleo (Haas et al., 1998; Zen et al.,1998).
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A via NFKB tem sido amplamente estudada nos mais diversos sistemas,
principalmente no que se refere a resposta imunolégica e em condicoes
fisiopatolégicas. Porém, esta nova atividade do NFKB, modulando a sintese de
melatonina, demonstra uma intima relacdo entre o sistema imunolégico e o sistema

nervoso central, e com isso abre novas perspectivas de como pode ocorrer a

manutencdo da homeostase em condicdes fisiolégicas ou fisiopatologicas.

Melatonina

Hormonio isolado e descrito pela primeira vez em 1958 por Lerner e
colaboradores, a melatonina é uma indolamina lipofilica sintetizada a partir da
serotonina, vinda do aminodcido essencial triptofano (Lerner et al.,1959; Klein e

Weller, 1970), e esta presente em diversos tdxons da arvore filogenética (Reiter, 1991;

Reiter et al., 2000; Arnao et al., 2006).

Funcdes

A acdo considerada classica da melatonina nos vertebrados esta relacionada a
sinalizacdo endégena da condigdo de claro-escuro ambiental. Por ser sintetizada pela
glandula pineal apenas durante a fase de escuro, ela atua como um fototransdutor
biolégico indicando ao organismo a auséncia de luz ambiental. Este efeito é de
extrema importancia para sincronizar os seres vivos com as condi¢des de iluminagao
ambiental, ajustando diversas fungdes fisiologicas ao ambiente em carater didrio e
sazonal, através da variagdo de sua amplitude noturna ao longo do ano (Simonneaux

e Ribelayga, 2003).
19



INTRODUCAO

Outra acdo da melatonina considerada primordial é sua capacidade de atuar
no sistema de defesa dos organismos, algumas vezes como um antioxidante capaz de
anular direta ou indiretamente a acdo deletéria de radicais livres e ROS e RNS,
oriundos do metabolismo celular e de condicGes fisiopatoldgicas. Este tipo de agdo
seria, inclusive, a principal funcdo da melatonina em organismos mais primitivos
como bactérias e outros organismos unicelulares, que teriam menos recursos para se
proteger contra este tipo de condicao (Reiter et al., 2000).

Além de atuar como um antioxidante, outro efeito da melatonina é a
modulacdo de diversos aspectos da resposta imunolégica de mamiferos (Garcia-
Maurifio et al., 1997). Trabalhos tém sido publicados demonstrando efeitos da
melatonina sobre a resposta das células imunocompetentes, inclusive demonstrando
que este hormoénio pode ser sintetizado localmente por células do sistema
imunolégico quando ativadas, atuando de forma paracrina e autocrina (Garcia-
Maurifo et al., 1997; Skwarlo-Sonta ef al., 2003; Pontes et al., 2006; Markus et al., 2007).
A melatonina pode estimular a producao de citocinas pré-inflamatérias como a IL-2,
IL-6 e também interferon gama (IFN-y) em células mononucleares de sangue
periférico de humanos (Garcia-Maurifio et al., 1997).

A melatonina é capaz de atuar sobre receptores especificos e também interagir
com outras moléculas e enzimas diretamente (para revisdo, Markus e Tamura, 2009).
Os receptores de membrana para a melatonina sdo receptores de sete dominios
transmembranicos acoplados a proteina G, que foram primeiramente identificados
em melanécitos do anfibio Xenopus, e posteriormente encontrados homoélogos em
outras espécies de vertebrados. Em mamiferos dois subtipos de receptores sao
encontrados, MT1 e MT2, que como dito anteriormente, sdo receptores tipicos
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acoplados a proteina G (GPCRs), e podem estar acoplados a diferentes isoformas da
proteina G, variando de acordo com a localizagao dos receptores nas células e tecidos

(Dubocovich et al., 2005; Hardeland et al., 2009).

Os receptores MT1 e MT2 sdo encontrados em diversos locais (como retina,
diversas é4reas do cérebro, nas vasculaturas cerebrais e periféricas, glandula
harderiana, 6rgaos reprodutivos e cértex da adrenal), sendo estes os responsaveis
pelos efeitos cronobiéticos que ocorrem nos ntcleos supraquiasmaticos (NSQ) (Hunt

et al., 2001; Poirel et al., 2003; Dubocovitch et al., 2005).

Um receptor para a melatonina homoélogo a enzima quinona redutase 2 (QR2),
pode ser encontrado no citoplasma das células, denominado MT3, e esta envolvido
na protecdo contra o estresse oxidativo celular, e também com o processo de
rolamento e adesdo de neutroéfilos ao endotélio, onde a ativacdo de MT2 e MT3 sao
necessdrios para inibir estes efeitos, respectivamente (Nosjean et al., 2000; Lotufo et

al., 2001).

Além dos receptores de membrana e citoplasmatico, foi postulado que a
melatonina poderia interagir com receptores intranucleares, especificamente os
receptores 6rfaos de retindides (RZR/ROR alfa), porém estes dados nao foram
confirmados empiricamente, havendo uma retratagdo pelos autores por nao ser
possivel replicar todos os dados experimentalmente, tornando imprecisa a afirmagao
de que a melatonina se liga de fato a tais receptores nucleares (Becker-Andre et al.,
1994, 1997). Posteriormente foi observado que a melatonina se liga, de fato, em algum
local do ntucleo de células imunocompetentes circulantes, e por ensaios de “binding”

foi possivel especular que estes pontos onde a melatonina se liga no ntcleo sejam os
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receptores RZR/ROR, e que esta atuacdo da melatonina contribui na modulacdo da

produgao de IL-2 e IL-6 (Garcia-Maurifio ef al., 1998).

Ao atuar como um antioxidante, a melatonina pode reagir diretamente com
moléculas reativas (radicais livres, ROS e RNS) formando metabdlitos como o N-
acetil-N-formil-5-metoxi-quinuramina (AFMK), que é muitas vezes mais potente que
a melatonina ao agir como um antioxidante, ou ainda interagindo com enzimas
envolvidas na protecdo contra o estresse oxidativo, influenciando assim, o
metabolismo de células imunocompetentes que estdo em atividade, podendo afetar o

processo de fagocitose (Tan et al., 2007; Bilitewski et al., 2008).

A confirmacdo de que células imunocompetentes sdo capazes de sintetizar
melatonina quando ativadas, e em grandes quantidades, abriu uma nova perspectiva
de como esta pode atuar sobre o sistema imunolégico, indo além do carater
cronobidtico da melatonina sintetizada pela pineal (Martins et al., 2004; Carrilo-Vico,
et al., 2004; Pontes et al., 2006; Maldonado et al., 2009). Talvez a principal informagao
embutida nestes dados seja de que as células imunocompetentes produzem
melatonina quando ativadas por algum mitégeno, como a fitohemaglutinina, ou
ainda por um imunégeno, como zimosan opsonizado, uma bactéria, LPS isolado ou
soro de animais com tumor (Martins et al., 2004; Carrilo-Vico et al., 2004; Pontes et al.,

2006).

Como pontuado anteriormente, a melatonina é capaz de estimular a sintese de
IL-2, IL-6, e IFN-y em células mononucleares do sangue periférico humano em
ensaios ex vivo (Garcia-Maurifio et al., 1997, 1998), o que demonstra uma atividade
relacionada ao processo proé-inflamatério, visto que todas estas moléculas estdao

envolvidas com a montagem e manutengdo de um processo inflamatério. Como
22



INTRODUCAO
citado anteriormente, foi observado também que a melatonina é capaz de inibir o
rolamento e adesdo de neutréfilos ao endotélio de ratos (Lotufo et al., 2001), o que
sugere também uma atuagdo que iria contra o processo de montagem de uma

resposta inflamatoria.

Grande variedade de atuagdes da melatonina no sistema imunolégico esta
documentada na literatura, como a atividade de quimiotaxia que a melatonina exibe
em leucécitos humanos (Pena et al.,, 2007), ou ainda a capacidade de inibir a via
NFKB, principal via envolvida na resposta inflamatoéria (Alonso et al., 2006; Huang et

al., 2008; Marino et al., 2009; Tamura et al., 2009), além das agdes ja citadas.

O conjunto destas informagdes demonstra que os efeitos que a melatonina
apresenta sdo muito amplos, e ainda pouco elucidados. Mas fica evidenciado que as
acOes desta indolamina sado tecido-especificas, célula-especificas e dependentes da

concentracdo de melatonina no sistema.

Produgao de Melatonina pela Glandula Pineal

A via biossintética de melatonina na glandula pineal ocorre a partir do
triptofano captado na circulacdo, sendo este convertido em serotonina e
posteriormente em N-acetilserotonina (NAS) pela enzima alril-alquil-N-acetil-
transferase (AA-NAT), a molécula de NAS é entdo convertida a melatonina pela
enzima hidroxi-indol-O-metil-transferase (HIOMT) (figura 4). A enzima AA-NAT é
chave para o controle da sintese, enquanto a HIOMT é o passo limitante da via, por
ser a enzima de atividade mais lenta. A sintese noturna de melatonina em mamiferos

é resultante da ativacdo de adrenoceptores [3, induzida por noradrenalina liberada na
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fase de escuro por vias de aferéncia oriundas do NSQ. No rato ocorre aumento da
expressdo do gene e o aumento da atividade da enzima AA-NAT, enquanto no
homem esta enzima é constitutivamente expressa e, durante a noite, h4 um aumento
de 100 vezes da atividade enzimatica. A inducado da transcricdo génica ocorre por
ligacdo de CREB-fosforilado (de “cAMP response element-binding”) a elementos
regulados por CRE (de “cAMP response elements”) localizados no promotor do gene,
enquanto a ativacdo enzimatica é decorrente da fosforilagdo da proteina 14-3-3 ligada
a AA-NAT por proteina quinase dependente de AMPc (PKA) (Simonneaux e
Ribelayga, 2003). Em linfécitos humanos circulantes, a presenca das enzimas AA-

NAT e HIOMT foi confirmada em grupos controle e em grupos estimulados (Carrilo-

Vico et al., 2004).
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Figura 3 - Via biossintética da melatonina. Etapas da via de sintese da melatonina a partir do

triptofano, e as enzimas envolvidas nesta via biossintética.
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Produgao Extra-pineal de Melatonina

Dados de Pontes e colaboradores (2006) demonstraram a producdo de
melatonina por fagdcitos do colostro humano quando ativados com zimosan
opsonizado com imunoglobulina A (IgA) ou EPEC (Escherichia coli enteropatogénica),
observando que apds a morte das bactérias, a producdo de melatonina cessava. Isto
foi revertido com utilizagdo do zimosan, que por ser uma particula inerte, ndo é
degradada, e assim foi verificado que a producdo de melatonina se mantinha

continua ap6s atingir um plato, como pode ser visto na figura 4.
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Figura 4 - Producao de melatonina por células mono e polimorfonucleares do

colostro humano, mediante ativacdo com EPEC ou zimosan opsonizado com IgA.

No detalhe, em vermelho, é indicado que a sintese de melatonina por estas células ocorre apenas ap6s ativagao,

sem ter um nivel basal inicial (EPEC, Escherichia coli Enteropatogénica). Adaptado de Pontes e cols (2006).

Em macréfagos peritoneais de ratos ativados com LPS ou soro de ratos com

tumor, foi observada também a producao de melatonina e aumento da atividade da
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enzima AA-NAT (Martins et al., 2004). Em linfécitos circulantes humanos Carrilo-
Vico e colaboradores. (2004), verificaram a produgdo de melatonina em cultura de

células ativadas com fitohemaglutinina (PHA) e também em grupos controle.

O sistema imunolégico é uma fonte importante de melatonina que atua
localmente, e outros pontos de sintese de melatonina que apresentam uma atuagao
pontual desta, sdo: o trato digestério (Chau et al., 2008); a retina e corpo ciliar (Martin
et al., 1992; Faillace et al., 1995; Abe et al., 1999); glandula harderiana (Menendez-
Pelaez et al., 1987); cérebro (Stefulj et al., 2001); epitélio respiratério (Kvetnoy 1999);
medula 6ssea (Tan et al., 1999; Conti et al., 2000); placenta (Iwazaki et al., 2005); timo,
bacgo e rins (Sanchez-Hidalgo et al., 2009); ovario e testiculos (Tijmes et al., 1996; Itoh

et al., 1999); e pele (Fischer et al., 2006).

Em todos os sitios mencionados, foi encontrada melatonina e/ou enzimas
envolvidas em sua via biossintética, demonstrando que este hormonio é sintetizado
em vérios locais dos organismos, além de possuir uma agao local em cada um destes
sitios. Mais do que isso, isto demonstra também que existe uma producdo de
melatonina ndo-ritmica, desvinculando a melatonina de uma funcdo apenas

cronobidtica.
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O Eixo Imune-Pineal

O presente trabalho estd inserido dentro de uma hipétese de trabalho que

propde a existéncia de um eixo Imune-Pineal.

Foi verificado que a melatonina noturna é capaz de atuar sobre processos
cronicos de inflamacdo, como por exemplo, edema de pata em camundongos
induzido por BCG (Bacilo Calmette-Guerin) (Lopes et al., 1997), ou na prépria
montagem de uma resposta inflamatéria, ao inibir a interacdo entre neutréfilos e

endotélio de ratos induzida por leucotrieno B4 (Lotufo et al., 2006).

A corticosterona, um hormoénio relacionado a situacdes de estresse e atividade
antiinflamatoria, é capaz de modular positivamente a sintese de melatonina na

glandula pineal (Ferreira et al., 2005), assim como a citocina pré-inflamatéria TNF, é

capaz de inibir esta sintese (Fernandes et al., 2006).

Estes dados demonstram que a atividade da glandula pineal estd envolvida
também com processos relacionados a agdo do sistema imunolégico, tendo a sintese
de seu principal hormoénio modulada por alteragdes na condicdo imunolégica do

organismo.

A constatacio de que células imunocompetentes ativadas produzem
melatonina (Carrilo-Vico et al., 2004; Martins et al., 2004; Pontes et al., 2006),
coincidindo com a produgdo de citocinas pré-inflamatérias como o TNF, que é
liberado na circulagdo para sinalizar um processo inflamatdrio, mostra um sistema
onde as células imunocompetentes geram um sinalizador que inibe a produgao
pineal de melatonina, a0 mesmo tempo em que estas passam a produzir este

hormonio, que ird atuar na montagem de uma inflamacdo e também em seu
27



INTRODUCAO

andamento (Morrey et al., 1994; Garcia-Maurifio et al., 1997; Garcia-Maurifio et al.,

1998; Benitez-King et al., 2001; Soto-Vega et al., 2004; Pena et al., 2007).

Um dado que evidencia a supressdo transiente da sintese de melatonina pela
glandula pineal é a auséncia de ritmo noturno de melatonina no colostro de maes
que realizaram parto cesariano. Durante todo o periodo em que havia auséncia de
ritmo noturno de melatonina, a citocina TNF estava presente no colostro destas maes,
e ap6s 15 a 20 dias do parto, havia um retorno do ritmo noturno de melatonina

conjuntamente com o desaparecimento de TNF no leite (Pontes et al., 2007)

A constatacdo de que TNF é capaz de inibir a sintese de melatonina na
glandula pineal (ativando NFKB) (Fernandes et al., 2006), em conjunto com o
fenomeno de células imunocompetentes ao estarem ativadas, produzirem
melatonina, permite a formulacdo de todo um conceito tedrico que justifica uma

efetiva abordagem empirica.

Tomados em conjunto, os dados até agora apresentados demonstram que a
atividade pineal estd envolvida com diversos mecanismos de defesa, sendo capaz de
atuar como um sensor para sinais liberados na circulagao em condicdes de infeccdo,
trauma ou estresse (Ferreira et al., 2005; Fernandes et al., 2006; Couto-Moraes et al.,
2009; Cecon et al., 2010; Cruz-Machado et al,, 2010). E também que através da
melatonina liberada pela glandula pineal, ocorre uma sinalizacdo para a periferia,
modulando o andamento de eventos relacionados ao sistema de defesa de

mamiferos.
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> Verificar a producdo de melatonina em células mononucleares do colostro

humano ativadas com zimosan puro, ou opsonizado com IgA

> Determinar se a via NFKB estaria envolvida na sintese de melatonina por estas
células
> Avaliar uma possivel atuacdo da melatonina no processo de fagocitose de

zimosan por células mononucleares do colostro humano



DISCUSSAO



DISCUSSAO

Células imunocompetentes sdo células produtoras de melatonina em estado
basal ou quando ativadas. Esta melatonina tem efeito pardcrino e autécrino em
células mononucleares do sangue ao modular a sintese de citocinas como IL-2 e
IFNy, ou ainda atuando como um fator quimiotaxico para leucécitos, demonstrando
que células imunocompetentes sdao alvos desta indolamina (Garcia-Mauriho et al.,
1997, 1998; Carrilo-Vico et al., 2004; Martins et al.,2004; Pontes et al., 2006; Pefia et al.,
2007).

A producdo de melatonina extra-pineal, como citado anteriormente, ocorre em
diversos tecidos e 6rgados, majoritariamente desvinculada do carater cronobidtico
observado na glandula pineal. Dentre os tecidos e células que produzem esta
indolamina, as células imunocompetentes se mostram uma importante fonte de
melatonina. Quando estimulados, os fagécitos presentes no colostro humano iniciam
esta sintese, e esta é encerrada assim que o estimulo é eliminado (no caso, bactérias
gram-negativas EPEC) ou se mantém, quando a particula inerte zimosan é incubada
com estas células (Pontes et al., 2006). Células mononucleares circulantes do sangue
de humanos também produzem melatonina em condi¢des basais, havendo um
aumento nesta producdo quando um estimulo mitogénico é adicionado (Carrilo-
Vico, et al., 2004).

Em ratos, ja foi descrita a sintese de melatonina por macréfagos peritoneais e
mastocitos circulantes, onde estas células apresentavam uma sintese basal com um
aumento desta produgdo mediante estimulo (Martins et al., 2004; Maldonado et al.,
2009).

A atuacdo da melatonina produzida por células imunocompetentes esta sendo

analisada por diversos grupos, com diferentes enfoques, mas sabe-se que a atuacdo
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pardcrina da melatonina é diferente da atuacdo enddcrina, liberada pela glandula
pineal durante a fase de escuro. A melatonina produzida pela glandula pineal é
responsavel principalmente pela sinalizacgio do ciclo claro-escuro ambiental
(Simonneaux e Ribelayga, 2003), porém esta também pode atuar sobre o sistema
imunolégico, sendo capaz de impedir a montagem de uma resposta inflamatoéria ao
inibir o rolamento e adesdo de neutroéfilos ao endotélio na microcirculagdo de ratos
(Lotufo et al., 2001). Esta acdo enddcrina seria, inclusive, quase oposta ao que foi
observado em outros trabalhos, onde a melatonina poderia induzir a sintese de
citocinas inflamatérias em leucdcitos, ou mesmo ser um fator quimiotéxico positivo.
Neste contexto, seria possivel supor que a melatonina noturna desempenharia um
papel antiinflamatoério, e que a melatonina produzida por células imunocompetentes
atuaria favorecendo o processo inflamatoério.

Um ponto fundamental para determinar como a melatonina vai atuar sobre
certos tecidos ou grupos celulares é a concentracdo desta indolamina no sistema. A
concentragdo plasmatica de melatonina durante a noite varia de 10 a 60 pg/mL, em
humanos, mas pode alcangar concentracdes mais elevadas em outros tecidos e
fluidos corporais, como no trato digestério, bile ou fluido cérebro-espinal (Bubenik et
al., 2002; Konturek et al., 2007; Koppisetti et al., 2008; Leston et al., 2010).

A concentracdo de melatonina é fundamental para determinar seu efeito. A
maior parte das funcdes anti-oxidantes da melatonina ocorre em concentracoes
elevadas, na ordem de pM e mM (Silva et al., 2005), assim como efeitos bactericidas e
bacteriostaticos diretos que estdo relacionados a sua agao anti-oxidante (Tekbas et al.,
2007). Foram relatados efeitos em concentragdes mais baixas sobre células

imunocompetentes (pM), como a ativacdo de mondcitos e producdo de IL-1 (a e P) e
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ROS; a capacidade de atuar como um fator quimiotaxico (nM); ou aumentar a
fosforilacdo da calmodulina em células epiteliais MDCK (pM a pM) (Morrey et al.,
1994; Soto-Vega et al., 2004; Pefia et al., 2007). E interessante observar que altas
concentracdes de melatonina também tém efeito sobre células imunocompetentes,
como a ativacdo de caspase-3 em células HL-60 (linhagem de células premielociticas
originadas de pacientes humanos com leucemia premielocitica aguda) com 1 mM,
enquanto concentracdes de 1 nM a 1 pM ndo surtiram efeito (Bejarano et al., 2009).

Na qualidade de produtoras de melatonina, foi observado que as células
imunocompetentes iniciam ou aumentam a producdo desta indolamina quando
estimuladas por agentes que sinalizem perigo, como o zimosan ou EPEC, ou ainda
compostos que induzam uma atividade mitogénica, como o PHA.

Independente da origem da melatonina, esta apresenta efeitos antioxidantes e
protetores para os tecidos (Reiter et al., 2000), e poderia se esperar que este efeito
também aconteca sobre a célula de defesa. A melatonina, quando presente na &rea
onde neutrdfilos se encontram em atividade, seria capaz por exemplo, de proteger o
tecido circunvizinho dos produtos que estas células liberam no meio extracelular
ap0Os eliminar microorganismos e células infectadas (Janeway et al., 2001), e ao
mesmo tempo, ficaria a questdo, se ela poderia atuar positivamente sobre o processo
inflamatorio.

Sendo a fagocitose um processo bastante conhecido e altamente relevante para
a eliminacdo de agentes infecciosos, certamente o conhecimento dos mecanismos de
acdo pelos quais a melatonina poderia interferir neste processo, facilitaria a
compreensdo de como a melatonina produzida por células imunocompetentes

ativadas atuaria de forma positiva no processo inflamatoério.
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Ja se encontra descrito na literatura que a fagocitose do zimosan por fagdcitos
do colostro humano, a exemplo do que ocorre com E.coli, induz producdo de
melatonina (Pontes et al., 2006). Portanto, o uso deste agente inerte é interessante
para averiguar o efeito da melatonina sobre a fagocitose. O zimosan é uma particula
capaz de ativar diversos receptores de membrana encontrados em fagocitos. Estes
receptores sao os receptores TLR 2 e/ou 6, que geram uma sinalizacdo indutora da
reposta inflamatéria, ou os receptores para fagocitose dectina-1 e receptores de
manose (Akira et al., 2004; Ikeda et al., 2008). Quando este zimosan é opsonizado
com IgA, ele passa a ser reconhecido também pelo receptor FcaRI/CD 89 (Jacob et al.,
2008; Honorio-Franga et al., 2004).

Os receptores mencionados sdo capazes de ativar a via de transducdo de sinal
NFKB, que é a principal via de sinalizacdo envolvida com a resposta inflamatéria
(Kawai e Akira, 2005, 2007; Franchi et al., 2008; Ruland, 2008).

Mediante ativacdo, a via NFKB apresenta um decurso temporal de atividade
que varia com a célula ou tecido analisado (Bosson et al., 2009; Kellermann et al., 2009;
Collado-Romero et al., 2010; Flister et al., 2010). Nosso grupo demonstrou que existe
uma ativacdo transiente do NFKB em glandulas pineais de ratos em cultura, assim
como um ritmo endégeno de atividade na glandula (Cecon et al., 2010; Cruz-
Machado et al., 2010), e no presente trabalho pudemos observar esta localizagao
transiente do NFKB no ntcleo das células mononucleares do colostro humano.

Com um tempo curto de tratamento com zimosan (ZNO ou ZOP) observamos
a presenca das subunidades p50, Rel A e c-Rel no ntcleo das células MN, e em
noventa minutos, a Rel A se encontrava abaixo do que observado no controle. Em

noventa minutos experimentais ndo foram realizados ensaios para detectar a c-Rel, e
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nao pudemos tragar um decurso temporal da presenca nuclear desta subunidade. A
ativacao da via NFKB é capaz de induzir a transcri¢do de diversos genes que variam
de acordo com os grupos celulares e também com as subunidades componentes do
dimero (Hayden e Ghosh, 2008). Entre os produtos génicos induzidos pela via NFKB,
encontra-se a proteina IKB, que apds uma ativagdo inicial da via NFKB, passa a ter
sua transcrigdo aumentada, um evento que atua como uma retroalimentagao
negativa da prépria via, resultando no sequestro do dimero NFKB de volta ao
citoplasma (Lee e Hannink, 2001), um evento que justifica o padrdo transiente da
presenca nuclear do NFKB observada neste trabalho.

Poderiamos supor que a utilizacdo dos bloqueadores da via NFKB (PDTC ou
ALLN) ndo surtiu efeito na formacdo dos complexos observados nas células tratadas
com ZNO por noventa minutos, mas a possibilidade de que ocorra o sequestro do
dimero para o citoplasma através da proteina IKB, sugere que observamos esta
translocacdo em um ponto onde a IKB ja havia agido, e os niveis nucleares de NFKB
ja haviam retornado ao basal.

Ao observar as subunidades do NFKB, a quantidade da subunidade p50 no
nucleo das células tratadas com ZOP por noventa minutos, esta igual ao controle,
diferentemente da Rel A, que estd abaixo. Reforcando a idéia de que seria de se
esperar que um mecanismo eficiente de controle da via exista, permitindo que esta
seja rapidamente regulada, evitando desequilibrio e potencial exacerbacdao de uma
resposta inflamatdria.

A presenca da p50 no ntcleo é um evento que em células imunocompetentes
serviria para manté-las preparadas para uma resposta, e que restringiria a producao

de agentes inflamatérios apenas para situagdes de infeccdo, quando dimeros
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contendo subunidades que possuem TAD seriam translocados para o ntcleo e
poderiam causar a expressdao de genes relacionados a resposta inflamatéria (Ghosh e
Karin, 2002; Senftleben, 2003). Quando observamos que em noventa minutos de
tratamento com ZOP, a Rel A se encontra em menores quantidades no ntcleo do que
no grupo controle, temos um indicio de que a ativacdo dos MN com ZOP induz
ativagdo de um dimero do NFKB que seria composto por subunidades que
apresentam TAD, sendo capazes de promover a sintese nao apenas de melatonina, e
citocinas pro-inflamatoérias (Hayden e Ghosh, 2008; Ruland, 2008), mas também do
IKB (Lee e Hannink, 2001).

Detectamos a subunidade c-Rel e esta apresentou um complexo proteina-
anticorpo mais deslocado no grupo tratado com ZOP quando comparado com ZNO,
sugerindo que o receptor adicional ativado (FcaRI/CD89) poderia ser responséavel
por uma inducdo mais potente da translocagdo do dimero de NFKB composto por c-
Rel. A cascata de sinalizacdo utilizada por receptores FcaRI/CD89 envolvem a
quinase SyK, e acabam por ativar a via NFKB, no entanto, uma caracterizagdo mais
especifica das subunidades envolvidas nesta sinalizacdo ainda ndo foi demonstrada
(Launay et al., 1998, Ruland, 2008).

A fagocitose de ZNO ou ZOP pelas células MN ativa a via NFKB, o que
desencadeia a sintese de melatonina, e quando as células sao pré-incubadas com
PDTC ou ALLN, esta sintese é bloqueada.

A observacao desta sintese de melatonina coincide com o trabalho de Pontes e
cols. (2006), onde foi visto a producdo de melatonina por fagécitos mononucleares e
polimorfonucleares do colostro humano, quando ativados com zimosan opsonizado

com IgA ou com EPEC. A producdo de melatonina também foi observada em
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linfécitos humanos em cultura, tanto nos tratados com PHA quanto nos mantidos em
repouso. Foi detectada uma concentracao basal de melatonina nos controles, e um
aumento nas células induzidas a atividade proliferativa com o PHA (Carrilo-Vico et
al.,, 2004). Em macréfagos peritoneais de ratos, a producdo de melatonina foi
observada quando estes foram estimulados in vitro com LPS ou soro de ratos
portadores de tumor. Nesta ocasido foi determinado o aumento da atividade da
enzima AA-NAT nos grupos tratados com LPS ou soro, assim como foi visto que
estas células tém uma sintese basal de melatonina (Martins et al., 2004).

Em nosso modelo foi possivel constatar que as células em estado quiescente
ndo apresentam uma sintese basal de melatonina, diferindo dos trabalhos com
células sanguineas, onde foi observada a producdo de melatonina no controle
(Carrilo-Vico et al., 2004). Possivelmente os macréfagos peritoneais de ratos ja
apresentam uma sintese basal de melatonina por estarem em um nivel de atividade
celular maior que as células encontradas no colostro, assim como os linfécitos
mantidos em cultura.

A importancia da via NFKB na producdo de melatonina é um tema novo, e
com poucos trabalhos na literatura. Nosso grupo tem demonstrado que a via NFKB
modula a producdo de melatonina na glandula pineal (Fernades et al., 2006; Cecon et
al., 2010; Cruz-Machado et al., 2010), seja em condi¢des homeostédticas, ou com
estimulagdo por mecanismos que envolvem uma ativagao imunogénica. No presente
trabalho apresentamos dados em que a producdo de melatonina por células
imunocompetentes estd envolvida com a via NFKB, de maneira oposta ao observado

na glandula pineal.
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Os compostos PDTC e ALLN sao utilizados para a inibigdo da atividade da via
NFKB por mecanismos farmacoldgicos distintos em diferentes modelos, como em
células imunocompetentes de linhagem murina ou células do endotélio humano
(Wolchok et al., 1994; Zen et al., 1998; De Plaen et al., 2006). A pré-incubagao com estes
compostos causou diminuicdo do conteido de melatonina nos sobrenadantes de
células mononucleares ativadas com ZNO ou ZOP, demonstrando a importancia da
via NFKB nesta sintese, e a menor reducao observada nas células tratadas com ZOP
na presenca de PDTC ou ALLN deve-se, provavelmente, ao reforco na sinalizacdo
por NFKB gerado pela adicdo de um receptor (FcaRI/CD89) sendo ativado no
sistema.

Observamos que a sintese de melatonina por células imunocompetentes do
colostro é dependente da via NFKB, contrastando com o que foi observado na
glandula pineal, onde a ativacdo de NFKB, com TNF ou LPS, resultou na inibicao
desta sintese. Estes trabalhos demonstraram também que na glandula pineal a
ativacdo de NFKB induzia a translocacao nuclear de dimeros p50/p50 e p50/Rel A
(Fernandes et al., 2006; Cecon et al., 2010; Cruz-Machado et al., 2010).

O diferencial entre as células imunocompententes, e a glandula pineal, neste
caso, é que observamos a presenca da subunidade c-Rel do NFKB nas células
ativadas, algo que nao foi identificado em glandulas pineais. Assim como visto em
outros trabalhos que correlacionam a via NFKB com a sintese de melatonina (Cecon
et al., 2010; Cruz-Machado et al., 2010), detectamos também as subunidades p50 e Rel
A nas células. Este pode ser um forte indicio de que a translocacdo nuclear da

subunidade c-Rel é responsavel pela indugao da sintese de melatonina na periferia.
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Um ponto que nos foi possivel analisar nesta oportunidade é qual seria uma
das funcdes da melatonina produzida logo no inicio da resposta inflamatoria.
Analisamos o efeito que a melatonina exerce nas células mononucleares do colostro
humano, sobre um parametro fundamental da resposta inflamatdria, a fagocitose.

A quantidade de melatonina sintetizada por estas células é bastante robusta, e
em um cendrio de resposta inflamatéria, a melatonina seria majoritariamente
sintetizada no local da resposta e consumida ali mesmo, apontando um efeito direto
da melatonina em células imunocompetentes.

Verificamos que a melatonina (1 nM) é capaz de potenciar a fagocitose de
particulas de zimosan quando comparado com o veiculo. Este é o primeiro trabalho
que demonstra ser a melatonina capaz de facilitar o processo de fagocitose.

Muitos trabalhos demonstram que um dos fatores mais importantes na
ocorréncia e manutengdo do processo de fagocitose, é a atividade de enzimas
dependentes do ion Ca?*, como a calmodulina, a PKCa, e a proteina MARCKS, que é
o principal substrato de atuacdo da PKCa. Todas estas proteinas estdo diretamente
ligadas ao processo de polimerizacdo da actina, responsavel pela ingestdo da
particula e maturacdo do fagossomo (Hartwig et al., 1992; Brumell et al., 1995;
Mandeville e Maxfield, 1996, Colombo et al., 1997, Kim-Park et al., 1997; Peters e
Mayer, 1998; Mills et al., 2001; Soto-Veja et al., 2004). Alguns trabalhos demonstram
que a melatonina pode atuar sobre a PKCa, aumentando a atividade da proteina
MARCKS, assim como interagindo com a calmodulina causando sua fosforilagao, o
que reduz sua ligacdo a ions Ca?* e permite que haja maior disponibilidade deste ion

para o processo de fagocitose (Benitez-King et al., 2001; Soto-Vega et al., 2004).
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Portanto, o controle da atividade da PKCa por melatonina poderia ser um dos
mecanismos envolvidos no aumento da fagocitose mediada por melatonina.

Outra possibilidade seria a melatonina atuar sobre receptores de melatonina
MT1 ou MT2 que estivessem ligados a uma proteina Gq, capaz de ativar inositol-
trifosfato (IP3), e consequentemente aumentar a concentracao de Ca?* intracelular.

O aumento de melatonina no local de uma infeccdo sempre foi considerado
um fator antiinflamatério por minimizar os efeitos deletérios de espécies reativas,
porém, a observagdo de que a melatonina seria capaz de induzir a formagao de ROS
intracelular em leucécitos normais e tumorais de humanos via interacdo com a
calmodulina, e que este aumento de ROS ndo seria capaz de gerar um quadro de
estresse oxidativo celular (Radogna et al., 2009a, 2009b), poderia justificar em
conjunto com os dados aqui apresentados, como a melatonina produzida por células
imunocompetentes ativadas por um estimulo imunogénico poderia atuar de forma
positiva sobre a montagem e andamento de um processo inflamatério. Ao mesmo
tempo em que aumenta as ROS intracelulares, o que potencia o processo de
fagocitose e a eliminacdo de patégenos fagocitados, ela atuaria como um anti-
oxidante no meio extra-celular, protegendo os tecidos adjacentes dos resquicios do

combate inicial 4 uma infecgao.
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CONCLUSOES

1) Células mononucleares do colostro humano sdo capazes de produzir melatonina
mediante ativagdo com zimosan puro, ou opsonizado com imunoglabulina A.

2) A incubagdo destas células com zimosan induz a atividade da via de transdugao
nuclear NFKB.

3) A sintese de melatonina é desencadeada pela ativacdo destas células, e ¢é
dependente da via NFKB.

4) Nas células mononucleares do colostro humano, estao presentes as subunidades
P50, Rel A e c-Rel. Sendo que a c-Rel s6 se encontra no nacleo quando as células estdo
ativadas.

5) A melatonina potencia a fagocitose de particulas de zimosan.

A producdao de melatonina por fagocitos mononucleares do colostro é
desencadeada pela incubagdo destas células com zimosan, opsonizado ou ndo, sendo
mediada pela via de transducao de sinal NFKB.

Nestas células observamos um diferencial com as células da glandula pineal,
pois nos fagécitos mononucleares do colostro humano a ativagdo da via NFKB induz
a sintese de melatonina, sendo o contrdrio do observado na glandula pineal.
Entretanto, verificamos que neste modelo uma subunidade que compdem o dimero
NFKB, a c-Rel, esta presente, mas ausente na pineal, embasando a hipétese de que
esta subunidade é a responsavel pela indugao da sintese de melatonina.

Esta melatonina seria importante para acelerar o processo de fagocitose ao

mesmo tempo em que reduz o estresse oxidativo sobre o tecido vizinho.
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