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INTRODUCAO

1. Fator de transcricdo NFKB

O NFKB (do inglés: nuclear factor kappa B) corresponde a uma familia de proteinas
gue atua como fator de transcri¢do regulando a expressdo de uma grande variedade de
genes. Esta é uma via central do sistema imunologico, tendo essencial participacdo na
montagem de respostas imunes inata e adaptativa. Além disso, um namero crescente de
estudos tem demonstrado a relevancia desta via em outros processos fisioldgicos e
fisiopatoldgicos importantes, desde a diferenciacdo celular e desenvolvimento do
organismo, até doencas neurodegenerativas e cancer.

A descoberta deste fator foi decorrente da analise de sequéncias intrénicas de
regulacdo positiva presentes no gene que transcreve a cadeia leve « (kappa) da
imunoglobulina em linfocitos B (Sen e Baltimore, 1986). Este estudo revelou a presenca
de fatores protéicos capazes de ligarem-se a sequéncias especificas e induzir a
transcricdo da cadeia leve k. A auséncia deste fator no ndcleo de outras linhagens
celulares levou os autores a conclusdo de que se tratava de um fator exclusivo das
células B, o que justifica a sua denominacéo de fator nuclear kappa B.

Estudos posteriores, entretanto, demonstraram que o surgimento de NFKB
nuclear poderia ser induzido pela estimulagdo da atividade celular (Atchison e Perry,
1987). Isso foi observado, por exemplo, nos linfécitos T, nos quais a ativacdo da célula
pelo virus HIV (human immunodeficiency virus) é seguida de aumento da ligacdo de

NFKB ao DNA. Além disso, um detalhe interessante € que o préprio DNA viral contém



Introducéo | 9

sitios responsivos ao NFKB e sua ativacado esté relacionada ao processo de replicacao
viral (Nabel e Baltimore, 1987). Com o aprofundamento das pesquisas, verificou-se que
a ndo deteccao inicial deste fator nos extratos nucleares ou citoplasmaticos era devido a
associacdo entre o NFKB e um fator inibitério citoplasmético nas células néo-
estimuladas. Essa concluséo foi decorrente da observacao de que agentes dissociadores,
como o deoxicolato de sodio, induzem a localizagdo nuclear de NFKB em células nédo-
linféides (Baeuerle e Baltimore, 1988a; Nelsen et al., 1988) e, posteriormente, pela
identificacdo de uma proteina complexada ao NFKB no citoplasma. Essa proteina foi
denominada de proteina inibitéria kappa B (IKB) e, com isso, esbogava-se 0 mecanismo
principal desta via de sinalizacdo: células ndo-estimuladas apresentam o fator NFKB
ligado a proteina inibitéria IKB na porcédo citoplasmatica; a separacdo deste complexo
protéico permite que o NFKB livre transloque-se ao nucleo e ligue-se a sequéncias
responsivas presentes nas regides regulatérias de diversos genes (Baeuerle e Baltimore,
1988b).

Desde estes primeiros estudos até os dias atuais, muitos foram os progressos
alcancados no entendimento desta via de sinalizacdo, como a descoberta de varias
proteinas que compdem a familia NFKB e a familia IKB. Mesmo assim, o modelo de
ativagdo da via descrito em 1988 ainda é consideravelmente valido, com o acréscimo de
algumas informacdes: as subunidades do NFKB encontram-se sob a forma de dimeros
ligados a proteina inibitéria IKB no citoplasma; na presenca de um estimulo, ativa-se
um complexo especifico de quinases (IKK) que fosforilam IKB, sinalizando para sua

ubiquitinacdo e degradagdo por proteassomas, permitindo entdo que os dimeros de
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NFKB transloguem-se ao nucleo e liguem-se a regides especificas do DNA regulando a
transcricdo de genes-alvos (revisto por Hayden e Ghosh, 2008).

Sabe-se atualmente que o NFKB estd presente em praticamente todos os tipos
celulares, mas sua grande relevancia ao sistema imune torna-se evidente ao analisarmos
0s principais estimulos que ativam esta via. Sdo eles: citocinas, como o fator de necrose
tumoral (TNF) e interleucinas (IL-13, IL-2), padrées moleculares associados a patdégenos
(PAMPS), sinalizadores de apoptose e de proliferacdo celular, fatores de crescimento,
estresse oxidativo, irradiacdo ultravioleta, e virus, como o HIV (Traenckner et al., 1995;
Verma et al., 1995; Baeuerle e Baltimore, 1996; Blackwell e Christman, 1997; Ghosh e
Karin, 2002). Nas células imunocompetentes, a ativacdo desta via induz a transcricdo de
uma gama de genes, como os de citocinas (TNF, IL-1f3, IL-2, IL-6, IL-12), moléculas de
adesdo (VCAM, ICAM) e enzimas (iNOS - sintase de 6xido nitrico induzida, COX -
ciclooxigenase), todos essenciais a montagem de uma resposta imune, tanto inata

guanto adaptativa (O’Neill e Kaltschmidt, 2007).

1.1. Familia NFKB

Atualmente, sdo cinco as proteinas que constituem a familia NFKB em
mamiferos, identificadas por compartilharem entre si um dominio amino-terminal de
homologia REL (RHD - REL homology domain). Séo elas: p65 (ou RelA), RelB, c-Rel, p50
(ou NFKB1) e p52 (ou NFKB2), sendo que essas duas ultimas sao formadas a partir da
clivagem de precursores maiores, pl05 e pl00, respectivamente (fig. 1A) (Ghosh e

Hayden, 2008). Os genes que codificam para essas subunidades sdo, nesta mesma



Introducéo | 11

ordem, denominados de RelA, RelB, Rel, NFKB1 e NFKB2. A nomenclatura desta familia
de proteinas vem sofrendo alteracdes com o intuito de uniformiza-la e, atualmente,
sugere-se a substituicdo das letras gregas, auséncia de hifens e maior correspondéncia
entre a nomenclatura do gene e da proteina. Na presente dissertacdo foi utilizada a
nomenclatura baseada no comité "HUGO Gene Nomenclature Committee at the European
Bioinformatics Institute” (http://www.genenames.org).

O RHD ¢é essencial para o controle da translocacdo nuclear de NFKB, pois é o
dominio responsavel pelos processos de dimerizagédo entre as subunidades e contém as
sequéncias de localizacdo nuclear (NLS), que garantem a entrada das subunidades no
nucleo celular. Este dominio também contém os sitios de interacdo com as proteinas
inibitorias IKB (que quando ligadas recobrem o NLS de NFKB, mantendo as
subunidades no citoplasma) e com o DNA, reconhecendo as sequéncias nucleotidicas
responsivas ao NFKB nos genes-alvos (Verma et al., 1995).

As subunidades de NFKB atuam sempre sob a forma de dimeros, havendo as
seguintes possibilidades de combinacfes: p50:RelA, p50:RelB, p50:c-Rel, p52:RelA,
p52:RelB, p52:c-Rel, RelA:RelB, RelA:c-Rel, p50:p50, p52:p52, c-Rel:.c-Rel e RelA:RelA.
As formas em negrito s@o as mais amplamente encontradas, sendo o heterodimero
p50:RelA a predominante (revisto por Sun e Zhang, 2007). De modo simplificado, essas
subunidades podem ser distinguidas quanto a sua distribuicdo e funcionalidade.
Enquanto as subunidade RelA e p50 sdo expressas ubiquamente, c-Rel, RelB e p52 sdo
mais encontradas em células hematopoiéticas (revisto por Liou e Hsia, 2003). J& quanto
a funcionalidade, elas podem ser consideradas ativadoras ou repressoras génicas,

apesar disso ndo ser uma caracteristica intrinseca, e sim passivel de modulacéo.
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As subunidades RelA, RelB e c-Rel sdo tidas como ativadoras da transcricao
génica, pois apresentam um dominio de transativacdo (TAD) na sua porc¢do C-terminal,
essencial a indugdo da transcricdo génica. As subunidades p50 e p52 sdo tidas como
repressoras por ndo apresentarem este dominio. Homodimeros dessas subunidades sdo
de fato relatados como repressores de transcri¢do génica, sendo o p50:p50 a forma mais
comum. Entretanto, se uma subunidade sem TAD formar heterodimero com qualquer
subunidade que possua TAD, o complexo passa a ser um regulador positivo (revisto
por Hayden e Ghosh, 2008). A subunidade RelB apresenta ainda um sitio denominado
ziper de leucina, essencial para que exerc¢a sua transativagdo maxima (Dobrzanski et al.,
1993).

Seja qual for a constituicdo do NFKB presente no nucleo celular, sua ligacdo ao
DNA depende do RHD que reconhece uma sequéncia nucleotidica consenso nos
promotores génicos, definida como GGGRNNYYCC, onde R = base purina; N =
gualquer base; Y = pirimidina (Hayden e Ghosh, 2004). Essa sequéncia pode ser
considerada um consenso fraco, na medida em que muitas sequéncias diferentes sdo
admissiveis. Inicialmente, foi cogitado que essas diferentes possibilidades poderiam
conferir especificidade a ligacdo de determinados dimeros. Entretanto, isso ndo foi
verificado pelos estudos subsequentes, sendo esse tipo de especificidade aplicavel a
uma gama bem restrita de genes, conforme discutido mais adiante (revisto por

Hoffmann et al., 2003).
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1.2. Familia IKB

A familia das proteinas inibitérias IKB é composta, atualmente, por nove

membros que compartilham entre si um dominio de repeticdo de ankirinas que lhes

confere a capacidade de interacdo com as subunidades de NFKB (fig 1B). Estas

proteinas podem ser separadas em trés classes distintas de acordo com suas

caracteristicas (revisto por Ghosh e Hayden, 2008):

as IKB tipicas: IKBa, IKB(, IKBe (genes correspondentes: Nfkbia, Nfkbib, Nfkbie),
presentes constitutivamente no citoplasma e que sofrem degradacéao e re-sintese na
presenca de um estimulo. As IKBa e IKBB apresentam um dominio rico em
residuos de prolina, glutamato, aspartato, serina e treonina, denominado dominio
PEST, cuja fosforilacdo regula a estabilidade/degradacdo dessas proteinas,
encaminhando-as aos proteassomas (Whiteside e Israél, 1997);

as IKB atipicas: IKBC (IKB zeta, gene Nfkbiz), BCL-3 (B-cell limphoma 3) e IKBNS (do
gene Nfkbid), cuja expressdo é dependente de estimulo e a atuacdo é nuclear, e ndo
no citoplasma. A BCL-3 foi inicialmente descrita como um oncogene das células B e
foi incluida na familia IKB ap6s a verificacdo de que sua estrutura contém
repeticdes de ankirinas semelhantes ao encontrado nas proteinas IKB tipicas
(Hatada et al., 1992). Sua ligacdo as subunidades de NFKB pode modular a acéo
transcricional, pois também possui o dominio TAD;

e 0s precursores pl00 e pl05, e IKBy, sendo este ultimo produto de splicing
alternativo do RNA de p105, encontrado nas células B (Inoue et al., 1992). Essas

proteinas apresentam um motivo de repeticdo de ankirinas, tal como as IKB, e ao
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formarem dimeros com outras subunidades, mantém-nas no citoplasma. Apos um
estimulo, os precursores pl00 e pl05 podem ser totalmente degradados ou

processados para formar as subunidades p52 e p50, respectivamente.

A) Familia NFKB B) Familia IKB
Rel A (p65) & RrD.J [1AD) IKBa, IKBB e resT D

IKBs, IKBZ, IKBNS (@@=
IKBy, p105, p100 |J[RHRLFASOSCSC _.-

c-Rel [ RHD ) JAD TR - = - = =E)e

Rel B ([[tz I rep J(iAD)

p100/ps2 (I Rep T rer@r@n@=JPEsT])

p105ps0 (@ RHD Cj-erececec(resTT)

‘1‘ repeticao de ankirinas

sitio de clivagem

Figura 1 — Proteinas que compdem as familias NFKB e IKB. Esquema simplificado das
estruturas protéicas, contendo os principais dominios, explicados no texto. RHD =
dominio de homologia Rel; LZ = ziper de leucina; TAD = dominio de transativacgao;
PEST = dominio rico em prolina, aspartato, glutamato, serina e treonina; a barra
vermelha indica o sitio onde p100 e p105 séo clivados para a formacgdo de p52 e p50,
respectivamente (esquema baseado em Inoue et al., 1992; Whiteside et al., 1997; Hayden

e Ghosh, 2004; Trinh et al., 2008).
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1.3. Familia IKK

O complexo de quinases de IKB (IKK) é composto pelas subunidades cataliticas
IKKa (ou IKK1, do gene Chuk) e IKKB (ou IKK2, gene Ikbkb) e pela subunidade
regulatoria IKKy, mais conhecida como NEMO (NFKB Essential Modulator; gene Ikbkg).
As subunidades cataliticas agrupam-se como homo ou heterodimeros e sao
responsaveis pela fosforilagdo das IKBs, sinalizando para sua ubiquitinacdo e

degradacéo pelo proteassoma 26S (revisto por Karin e Ben-Neriah, 2000).

A presenca de todos esses componentes possibilita que um sinal extracelular seja
convertido em uma cascata de sinalizacdo intracelular comum (NFKB), mas com
geracdo de uma resposta génica adequada e especifica. Os receptores do tipo toll (Toll
like receptors — TLRs) s@do um bom exemplo de como diversos estimulos diferentes
(lipoproteinas de bactérias gram-positivas e gram-negativas, DNA bacterial, RNA viral,
dentre outros) atuando por receptores especificos, podem gerar cascatas de sinalizacdo
intracelular semelhantes, culminando na transcri¢cdo dos genes induzidos pelo NFKB.

O padrdao temporal da resposta mediada por NFKB também é relevante a
especificidade da resposta, havendo inducéo da transcri¢do de genes de resposta rapida
(early genes) e, posteriormente, de outros de resposta mais tardia. Nestes Gltimos estéo
incluidos os genes das proéprias proteinas inibitdrias, como IKBa, revelando um
mecanismo de retroalimentacédo negativa envolvido na finalizacdo da resposta mediada

por NFKB (Sun et al., 1993).
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1.4. Vias de sinalizacdo de NFKB

Ao contrario do que seria de se esperar, a grande variabilidade de pecas
disponiveis para formar a via de sinalizacdo de NFKB néo se reflete em uma grande
variacdo na sinaliza¢do frente a diferentes estimulos. Aliéds, as vias de NFKB s&o
comumente distinguidas entre trés possibilidades: uma via classica (ou canénica), uma
via alternativa (ndo-can6nica) e uma via atipica (revisto por Tergaonkar, 2006).

Da via classica participam o complexo de IKK, com especial importancia da
IKK[, que fosforila a IKBa, cuja degradacdo permite a translocacdo nuclear do
heterodimero p50:RelA. Esta via é ativada pela maioria dos estimulos relacionados ao
NFKB, como LPS (lipopolissacarideo de bactérias gram-negativas), TNF, IL-1 e outras
citocinas pro-inflamatdrias, sendo essencial a resposta imune inata (fig. 2). O
heterodimero ativado na via classica, o p50:RelA, é o mais amplamente distribuido
entre os tipos celulares e, consequentemente, o mais estudado também. Além de induzir
a transcricdo da grande maioria dos genes regulados por NFKB durante uma resposta
imune, citados anteriormente, essa via também participa de processos fisioldgicos
importantes, como no desenvolvimento embrionario. Isso foi constatado pela
verificagdo de que a delecdo de gene RelA em camundongos é altamente letal, sendo

possivelmente consequéncia de uma degeneracdo massiva do figado (Beg et al., 1995).
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Figura 2 — Ativacdo da via classica de NFKB por TNF. Esquema simplificado dos mecanismos
envolvidos na translocacdo nuclear do heterodimero p50:p65 (também denominado p50:RelA)

induzida pela ativacdo do receptor de TNF (TNFR), conforme descrito no texto (p = sitios

A via alternativa pode ser induzida por linfotoxina B e CD40 e ha ativagdo da

IKKa pela quinase indutora de NFKB (NIK), o que resulta na fosforilagdo da
subunidade p100 e posterior processamento a p52. O dimero comumente translocado
ao nucleo por esta via € o RelB:p52 (Perkins, 2007). A ativacdo desta via esté relacionada
aos processos de desenvolvimento, maturacdo e selecdo de linfécitos B e T, e na

diferenciacdo de células apresentadora de antigenos, como as dendriticas (Burkly et al.,
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1995). Animais knockout para os componentes desta via apresentam defeitos nesses
processos de desenvolvimento do sistema imune, expressando inclusive fenotipos de
doencas auto-imunes (Kajiura et al., 2004; Zhang et al., 2006; Brown et al., 2008).

J& a via atipica € geralmente acionada pelo reconhecimento de DNA danificado,
gerado por irradiacdo UV, por exemplo, ou por estimulos redox como H20; ou situagao
de hipdxia. Esses estimulos induzem a fosforilagdo de IKB por um mecanismo
independente do complexo IKK, dissociando-se de NFKB sem ser degradada por
proteassoma. As subunidades ativadas nesta via sdo as mesmas da via classica,
p50:RelA, gue atuam néo s6é no controle de genes inflamatérios como também de genes
envolvidos com reparo de DNA e antioxidantes (revisto por Tergaonkar, 2006), tendo
importancia fundamental em situacbes de doencas inflamatérias crénicas, como a

artrite, e no envelhecimento (Kriete e Mayo, 2009; Cullen et al., 2010).

1.5. Caracterizacéo das demais subunidades de NFKB

Os demais dimeros que compdem a familia NFKB sdo encontrados em situacfes
especificas e/ou células especificas, o que justifica 0 numero menor de relatos sobre
suas funcgdes. Em geral, tais estudos referem-se a ensaios de superexpressao ou delecao
de cada subunidade com o intuito de averiguar suas func¢des isoladamente.

Conforme mencionado anteriormente, acreditava-se que a especificidade na
geracdo de uma resposta mediada por NFKB seria decorrente de diferentes sequéncias
nucleotidicas responsivas a NFKB nos diferentes genes-alvos. Entretanto, sdo poucos 0s

exemplos representativos desta situacdo. Estudos in vitro demonstraram que as
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subunidades RelA e c-Rel, sob a forma do homo ou heterodimeros, apresentam maior
afinidade de ligacdo a sequéncias que sdo levemente distintas do consenso kappa B.
Assim, genes que apresentam essa variagdo no motivo kappa B em seu promotor sao
especificamente regulados por essas subunidades, como os genes de IL-8 e de TF (tissue
factor) em mondcitos (Oeth et al., 1994). Por outro lado, dimeros de p50:RelA e p50:c-Rel
parecem compartilhar de mesma afinidade aos sitios responsivos kappa B, o que
dificulta o discernimento entre a existéncia de vias redundantes ou especificas.

A importancia da subunidade c-Rel foi demonstrada utilizando-se camundongos
knockout, nos quais foi verificado que a indugdo da transcricdo génica de IL-12 e IL-23
em macroéfagos e em células dendriticas € prejudicada (Sanjabi et al., 2000; Mise-Omata
et al., 2007). Esta subunidade também participa dos processos de diferenciacéo e
sobrevivéncia de linfocitos B e T, regulando a transcricdo génica de IL-2, CD40 e de
genes anti-apoptoticos. Alias, essa fungdo anti-apoptotica é especialmente vinculada a
subunidade c-Rel, sendo importante tanto em situacdes fisioldégicas quanto
fisiopatoldgicas. Em linfocitos, neurdnios e células pancreaticas, c-Rel é fundamental na
protecdo e sobrevivéncia celular (Mokhtari et al., 2009), enquanto que em algumas
células tumorais esse mesmo efeito encontra-se exacerbado (revisto por Liou e Hsia,
2003). A identificacdo desta subunidade ocorreu, inclusive, em linfomas, tendo sido
primeiramente caracterizada como um oncogene (revisto por Gregersen et al., 2009).

A subunidade RelB, por sua vez, além de participar da via alternativa de NFKB,
exerce importante papel inibitério na via classica através de pelo menos dois
mecanismos distintos. A expressdo de RelB é induzida por p50:RelA, e o aumento nos

seus niveis induz a formacdo do dimero RelB:p50. Em mondcitos e neutrofilos, este
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dimero € transcricionalmente ativo e induz a continuagdo da transcricdo da proteina
inibitoria IKBa, iniciada pelo préprio p50:RelA. Com isso, a transcricdo continua e
sustentada de IKBa inibe uma re-ativagdo da via classica e este mecanismo esta
envolvido nos casos de tolerédncia ao LPS (Chen et al., 2009). O outro mecanismo de
inibicdo corresponde a formacdo do dimero RelB:RelA conforme os niveis de RelB
aumentam, induzidos pela via cléssica. Neste caso, RelB ¢ inibitério por alterar a
capacidade de ligacdo de RelA aos sitios responsivos nos promotores génicos,
constituindo um heterodimero transcricionalmente inativo (Marienfeld et al., 2003).

RelA participa ainda na formagdo de outros dimeros, como RelA:p52 e
RelA:RelA. Este ultimo parece atuar em células endoteliais, mediando a resposta
induzida por TNF na regulacdo da transcri¢do de alguns genes que apresentam motivos
kappa B especificos a esse homodimero (Marui et al., 2005). Foi observado ainda que os
niveis de RelA:RelA sdo aumentados nos processos de diferenciacdo de mondcitos a
macrofagos, enquanto que na diferenciacdo as células dendriticas ha o envolvimento do
dimero p50:RelB (Ammon et al., 2000). O dimero RelA:p52 revelou ser funcional em
neurdnios dopaminérgicos de modelos de doenca de Parkinson, sendo que seus niveis
aumentam concomitantemente com a diminuicdo de p50:RelA. Isso ocorre apds
estimulacdo desses neurdnios com um fator neurotroéfico glial, cujo efeito neuroprotetor
depende do dimero RelA:p52 (Cao et al., 2008).

Por fim, existem ainda as a¢cdes dos homodimeros de p50 e p52, que além de
atuarem por si s6, sdo alvos de mecanismos modulatérios. Homodimeros de p50 séo
encontrados no ndcleo da maioria das células, mesmo na auséncia de estimulos, onde

acredita-se que controlem negativamente a transcricdo génica (Guan et al., 2005).
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Concordantemente, o processamento de pl05 a p50 € passivel de ocorrer
constitutivamente (Sun e Zhang, 2007). A importancia da atenuacdo de uma resposta
imune pela agéo inibitéria desta subunidade foi verificada em camundongos knockout
para p50, que apresentaram maior susceptibilidade a letalidade causada por
endotoxemia (Cao et al., 2006).

A p52, como mencionado, tem uma distribuicdo tecidual mais restrita que p50,
sendo encontrada preferencialmente em células hematopoiéticas. Assim como as
demais subunidades de NFKB, sua relacdo com o sistema imune € revelada em animais
knockout que, neste caso, apresentam numero reduzido de células B e defazagem nas
respostas antigeno-especificas (Franzoso et al., 1998).

Apesar de essas subunidades ndo possuirem TAD, a associacdo com outros
fatores podem torna-las reguladoras positivas de alguns genes. Isso foi verificado no
promotor viral de HIV, que apresenta alguns sitios responsivos a esses homodimeros
em especifico e cuja ligacdo contribui para o recrutamento de um coativador em um
sitio proximo (Montano et al., 1996). Além disso, tanto os homodimeros de p50 quanto
de p52 sdo passiveis de ligacdo a proteina inibitéria BCL-3 e o complexo formado os
tornam, em alguns casos, reguladores positivos da transcri¢cdo génica (Bours et al., 1993).
O gene de Bcl-2, por exemplo, um oncogene relacionado a leucemia linfocitaria cronica,
possui sitios responsivos a NFKB especificos a ligacdo desses homodimeros, e a
interacdo com BCL-3 faz com que ambos sejam ativadores dessa transcri¢ao (Viatour et
al., 2003). Ja em macrofagos, o complexo p50:p50:BCL-3 inibe a expressdo génica,
reforcando o efeito anti-inflamatoério de p50:p50 por atenuar a producdo de citocinas

(Wessells et al., 2004).
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Observa-se, portanto, a grande versatilidade que permeia a via NFKB, seja pela
expressdo diferencial de suas subunidades nos diversos tipos celulares, seja pela
resposta gerada frente a estimulos diversos. A prépria comunicagdo existente entre as
diferentes vias de NFKB possibilita uma variedade de agbes desse fator, se
comportando ora como pro-inflamatoério, ora como antiinflamatoério, com indubtavel

importéancia ao sistema imune, desde sua organogénese.

1.6. Modulacdes da via NFKB

Conforme aumentam os estudos a respeito da via de sinalizacdo do fator de
transcricdo NFKB, um aumento proporcional também é verificado na complexidade dos
mecanismos envolvidos na geracdo de uma resposta estimulo-especifica e célula-
especifica.

O primeiro quesito refere-se a grande dindmica que permeia esta via. Em células
ndo-estimuladas, a manutencdo dos complexos NFKB:IKB no citoplasma ndo é um
processo estatico, mas sim, resultado de um equilibrio dinamico do fluxo de entrada e
saida nuclear deste complexo (Huang et al., 2000). A propria ligagdo entre NFKB e IKB é
dinamica, pois a baixa afinidade desta ligacdo favorece a dissociacdo e associacao
recorrentes, permitindo que pequenas quantidades de NFKB livre transloque-se
naturalmente ao nucleo (Carlotti et al., 2000). Adicionalmente, as proteinas IKB também
sdo encontradas no nucleo, onde acredita-se que contribuam para a finalizagdo ou
modulacédo da resposta mediada por NFKB. A IKBa, por exemplo, tem sua transcricdo

induzida pelo proprio NFKB e é capaz de se complexar com o NFKB nuclear que esta
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ligado ao DNA e carrega-lo de volta ao citoplasma, pois possui um dominio de
exportacdo nuclear em sua estrutura (Lee e Hannink, 2001).

De modo geral, as IKB tipicas podem contribuir para a modulacdo e
especificidade da via NFKB a ser ativada pela afinidade diferencial de ligacdo aos
dimeros de NFKB e também por apresentarem diferentes cinéticas de degradacédo. A
IKBa, por exemplo, liga-se preferencialmente a heterodimeros de p50:RelA e sua
degradacdo é induzida pela maioria dos estimulos que ativam NFKB, sendo rapida e
transiente. Ja a IKBP liga-se as subunidades RelA e c-Rel com afinidades semelhantes,
mas sua degradacdo é induzida por um numero de estimulos mais restrito,
principalmente LPS e IL-1 (Thompson et al., 1995), além de ser mais lenta que a de IKBa.
IKBB também é capaz de se ligar ao dimero p50:RelA nos promotores génicos,
prolongando a resposta por estabiliza-los e impedir que a IKBa retire esse complexo do
nucleo (Thompson et al., 1995, Suyang et al., 1996). Foi observado que fibroblastos de
camundongos knockouts que expressam somente IKBB ou somente IKBe apresentam
uma ativacdo de NFKB intermitente, em oposi¢cdo ao padrdo oscilatério e transiente
encontrado nos animais que contém apenas a IKBa (Hoffmann et al., 2002). A IKBs,
encontrada em quantidades maiores que de IKBa em células B, apresenta
predominéncia de ligacdo aos dimeros RelA:RelA e RelA:c-Rel que, como visto
anteriormente, ligam-se preferencialmente a determinados promotores, como o de IL-8
(revisto por Whiteside et al., 1997; Doerre et al., 2005).

As IKB atipicas também estdo altamente relacionadas a modulacdo das vias de
NFKB justamente por atuarem exclusivamente no nucleo celular (revisto por

Vallabhapurapu e Karin, 2009). A IKBC (zeta) é expressa ap0s estimulacédo por IL-1 ou
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LPS e possui preferéncia de ligagdo a p50, tornando esta subunidade
transcricionalmente ativa e induzindo a transcricdo de IL-6 e IL-12 em macrofagos
(Yamamoto et al., 2004; Trinh et al., 2008). Esse efeito é semelhante ao de BCL-3 quanto a
modulac¢do da atividade dos homodimeros de p50 e p52 (Fujita et al., 1993; Cristofanon
et al., 2009). A IKBNS, por sua vez, € induzida rapidamente em timaocitos apos a
estimulacdo de TCR (T-cell receptor) e inibe a transcricdo génica induzida por NFKB,
participando do processo de selecdo negativa das células T (Fiorini et al., 2002). Esse
efeito inibitério de IKBNS também foi observado em macréfagos e células dendriticas
ativados por LPS e pode estar relacionado a um favorecimento da ligacdo do dimero
inibitorio p50:p50 ao DNA (Hirotani et al., 2005; Kuwata et al., 2006).

Além das IKBs, também foi demonstrada a presenca nuclear das proteinas
IKKs, onde séo capazes de modular a via atraves de fosforilagdo direta das subunidades
de NFKB, principalmente de RelA, ou entéo de co-ativadores, co-repressores e histonas,
na maquinaria de transcricdo (Anest et al., 2003; Verma, 2004; Hoberg et al., 2004, 2006).
De fato, a fosforilacdo das subunidades de NFKB tem sido relatada como um
importante mecanismo pelo qual a via consegue especificidade (revisto por Viatour,
2005). Mas outras alteracBes pos-traducionais também sdo capazes de modular a via
NFKB, tais como acetilagdo e desacetilagdo (Hou et al., 2003), nitragcdo (Park et al., 2005),
S-nitrosilacdo (Grumbach et al., 2005) e sumoiliza¢cdo de suas subunidades (Mankan et

al., 2009).
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1.7. Ativacao constitutiva de NFKB

Embora haja um maior conhecimento dos efeitos da ativacdo da via de
sinalizacdo NFKB, vem se acumulando dados que mostram uma ativacdo basal deste
fator. Consideraveis quantidades de NFKB estdo presentes no nucleo celular sob
condicOes fisiologicas e a utilizagdo de animais knockout tem contribuido para a
compreensdo de sua funcionalidade e importancia. As células hematopoiéticas e
neuronais estdo dentre as principais células que apresentam NFKB ativado
constitutivamente e cuja relevancia funcional é conhecida. Nas primeiras, foi relatada a
participacdo de NFKB na mediacdo dos processos de diferenciacdo e maturacgao,
enguanto que nos neurdnios essa via esta relacionada tanto a processos de
neuroprotecdo quanto de neurodegeneracdo (Ghosh et al., 1998; Kaltschmidt e
Kaltschmidt, 2000).

As células neuronais apresentam grandes quantidades de NFKB nuclear
constitutivamente ativado quando comparadas as células de outros tecidos. Isso é
atribuido a intensa atividade elétrica e transmissdo sindptica que ocorrem nessas
células. Esses mecanismos ja se demonstraram potentes indutores da via NFKB, ao
mesmo tempo em que inibidores da geracdo de potencial de acdo e antagonistas de
receptores de glutamato diminuem os niveis nucleares deste fator de transcri¢éo
(Mattson e Camandola, 2001).

As principais fungdes relacionadas ao NFKB neuronal, induzido ou constitutivo,
sdo descritas nos mecanismos de neuroprotecdo (regulacdo do ion calcio, geracdo de

novas sinapses, balanceamento na producdo de ROS - espécies reativas de oxigénio — e
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transcricdo de genes anti-apoptoéticos) (Kaltschmidt et al., 2005); de plasticidade
neuronal (modulacéo de receptores de glutamato e de sinapses) (Mikenberg et al., 2007);
em processos cognitivos e comportamentais (Mattson, 2005); e em processos
inflamatorios centrais, nos quais NFKB é ativado tanto nas células neurais como nas
gliais. Nessas ultimas, ele induz a transcricdo de citocinas como TNF, IL-1 e IL-6, ROS e
moléculas de adesdo, que regulam a migracdo celular ao local de agressdao. Nos
neurdnios, seu papel é dual, podendo exercer tanto efeito pré-apoptético quanto de
neuroprotecdo contra a citotoxicidade local (Mémet, 2006). O tipo da resposta
dependera do estimulo e de sua duragéo.

As subunidades mais comumente encontradas nas células neuronais sédo a p50 e
RelA que, além de estarem constitutivamente presentes, podem ainda ser ativadas por
estimulos como TNF, Fas ligante, glutamato e fatores de crescimento (Mattson, 2005).
Dentre os genes regulados por NFKB estdo a enzima antioxidante Mn-SOD (superdxido
dismutase dependente de manganés), moléculas inibidoras (IAPs) ou ativadoras de
apoptose, subunidades de canal iénico de calcio dependente de voltagem e de canal
glutamatérgico (revisto por Kaltschmidt e Kaltschmidt, 2009). A inibi¢do da via NFKB
em animais transgénicos induz a morte celular frente a estimulos por neurotoxinas
(Fridmacher et al., 2003), enquanto que sua hiperexpressdo tem sido cada vez mais
relacionada a doengas neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (revisto por
Kaltschmidt e Kaltschmidt, 2000; Mattson e Camandola, 2001; Tergaonkar, 2006).
Assim, postula-se que a relacdo entre a funcdo de NFKB e seus niveis nucleares obedeca

a uma curva em forma de “U” invertido, em que uma ativacdo basal é indispenséavel,
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mas alteracdes que elevem ou inibam excessivamente sua atividade, sdo danosas
(Kaltschmidt et al., 2005; Pizzi et al., 2009).

Além dessas importantes fun¢es neuronais, a via NFKB também ja foi descrita
como responsavel por modulagbes no sistema neuro-enddécrino. Isso foi demonstrado
na glandula pineal, importante 6rgdo transmissor da informacéo fética ambiental ao
organismo por produzir o hormdnio melatonina de forma ritmica, somente na fase de
escuro. Conforme discutido mais adiante, a melatonina é uma molécula bem versétil,
com diversas fungBes relatadas. Apesar de sua sintese ser majoritariamente controlada
por uma via poli-sinaptica originaria do hipotalamo, foi demonstrado que a glandula é
capaz de responder a agentes pro e antiinflamatérios presentes na corrente sanguinea,
modulando sua atividade biossintética (Ferreira et al., 2005; Fernandes et al., 2006). O
NFKB parece ser uma peca-chave nesses processos modulatérios, atuando na regulagdo
de genes essenciais a sintese do hormdnio melatonina e correspondendo a um
importante elo entre a glandula pineal e o sistema imune (Markus et al., 2007). J& em

situacbes fisiologicas, ndo ha relatos sobre a relevancia desta via de sinalizacdo a

glandula pineal, sendo justamente o foco da presente dissertacao.
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2. Glandula pineal

A glandula pineal € um 6rgdo conhecido a cerca de 2000 anos. Seu primeiro
registro data do século Il d.C. por Galeno, com base nas observacbes feitas
anteriormente pelo anatomista grego Herophilus (325-280 a.C.). O nome “pineal” é
devido a descricdo de seu formato de pinha, pinea em latim. Pela sua localizacéo central
no cérebro de humanos e por ser uma estrutura Unica, ndo pareada, acreditava-se que a
pineal funcionasse como uma valvula controladora do fluxo dos pensamentos, que
estariam armazenados nos ventriculos (Axelrod, 1974).

Mesmo muitos séculos depois, esse papel metafisico ainda era atribuido a
glandula. Em 1662, o filésofo francés René Descartes descreveu a pineal como sendo a
sede da alma racional, capaz de controlar o fluxo do espirito animal aos nervos motores
e, assim, controlar o movimento do corpo. De acordo com sua hipoétese, os olhos fariam
a percepcao do mundo real, exterior, transmitiriam esta percepcdo a glandula, e esta
controlaria o fluxo de fluidos as demais partes do corpo (Arendt, 1995) sendo, portanto,
o sitio de confluéncia entre a alma e o corpo fisico. Apesar de esta ser uma explicacao
filosofica da pineal, Descartes estava certo quanto a existéncia de uma comunicagdo
entre ela e o exterior do organismo, mediada pela percepcéo retiniana.

A glandula pineal ganhou atencéo cientifica somente no final do século XIX e
inicio do século XX, com o relato de um caso de um garoto com puberdade precoce e
que também apresentava um tumor na pineal. Nos anos seguintes, diversos relatos
semelhantes foram descritos e a interacdo entre a pineal e o sistema reprodutor foi

intensamente pesquisada. Mesmo assim, diversos aspetos ainda contribuiam para que
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muitos pesquisadores se mantivessem céticos quanto a qualquer funcionalidade deste
orgao, dentre eles: a falta de resultados claros nas pesquisas; a observacdo de que a
pineal sofre uma calcificacdo em individuos adultos, o que geralmente esta relacionado
a uma perda funcional; e ainda a relacao filogenética entre a pineal de mamiferos e o
orgao parietal (ou “terceiro olho”) de vertebrados inferiores, nos quais exerce fungdo de
fotorrecepcdo e, portanto, poderia se tratar simplesmente de um 6rgéo vestigial nos
vertebrados superiores (Dandy, 1915; Oksche, 1965).

Grande avanco foi obtido em 1958 por Aaron B. Lerner que, estudando as
alteracbes na coloragdo da pele de anfibios, descobriu uma substéncia presente em
extratos de pineais de bovinos, muito potente em agregar os pigmentos de melanina.
Esta substancia foi isolada e caracterizada quanto a sua estrutura quimica, recebendo o
nome de melatonina (Lerner et al., 1958). Essa denominacéo é decorrente da juncdo de
dois fatos: pela molécula atuar sobre o pigmento melanina, presente nos melandcitos
epidérmicos de anfibios, e por ser derivada da serotonina (Reiter et al., 2000). Tal
descoberta revigorou os estudos sobre a pineal e em pouco tempo ja foram investigados
outros locais produtores desse novo horménio, suas vias metabdlicas e até mesmo o
carater ritmico com que a pineal produz a melatonina (Lerner et al., 1960; Axelrod e
Weissbach, 1961; Quay, 1963 e 1964; Klein e Weller, 1970).

A importancia da relagdo entre a sintese de melatonina e o ciclo claro/escuro
ambiental foi observada ainda nas investigacdes sobre os efeitos deste hormonio no
sistema reprodutor. Roedores mantidos em fotoperiodo curto (fase de claro mais curta
gue a de escuro) apresentam reducdo no tamanho das gonadas, sendo esse efeito

revertido com a extirpacdo da glandula pineal. J& em animais mantidos em fotoperiodo
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longo (fase de claro longa e de escuro curta), isso ndo ocorre (Kitay e Altschule, 1954;
Axelrod, 1974). A capacidade reprodutiva desses animais apresenta variacdo sazonal
bem definida e a deteccdo de que a melatonina é o horménio capaz de transduzir
humoralmente a informacao fética ambiental explicou as grandes diferencas observadas
nos resultados com administracdo exdgena de melatonina ou com pinealectomia, ja que
seus efeitos sdo organismo-dependente e fotoperiodo-dependente (Reiter, 1980).
Esbocava-se assim o primeiro e um dos principais papéis da melatonina: o de
sincronizar ritmos enddgenos as variagdes ambientais diarias ou anuais, contribuindo
para o sistema de temporizacgédo interno. Esse sistema garante organizagdo temporal nas
funcdes fisiologicas, permitindo ao organismo antecipacdo e adaptacdo aos fend6menos

ciclicos ambientais, como o dia e noite e as estacdes do ano (Menaker et al., 1997).

2.1. Glandula pineal e ritmos bioldgicos

Assim como as descobertas sobre a melatonina, o desenvolvimento da ciéncia
gue estuda os ritmos biologicos — a Cronobiologia — também ocorreu entre a segunda
metade e o final do século XX. Embora esses estudos tenham ocorrido paralelamente, a
glandula pineal pode ser considerada um elo central dentro do sistema de temporizacédo
interno de mamiferos. Ao mesmo tempo em que a sintese ritmica de melatonina € um
tipico exemplo de ritmo biolégico enddgeno sob controle do reldgio bioldgico central,
sua liberacdo na circulacdo também é essencial para a sincronizagdo de outros ritmos.
Para a compreensao desta relacdo, faz-se necessaria uma breve descricédo a respeito dos

estudos sobre ritmos bioldgicos.
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Os primeiros relatos sobre a existéncia de ritmos bioldgicos datam da época de
Aristoteles (384-322 a.C.) e Hipdcrates (460-377 a.C.), apesar de a cronobiologia como
ciéncia ser uma area relativamente nova (Grant, 1974). Estes primeiros relatos, e todos
os demais até o século XIX, referiam-se principalmente a observagdes dos movimentos
de abertura e fechamento de folhas e flores de diversas plantas. Foi construido até
mesmo um “reloégio floral” por Lineu, no século XVIIl, com base em seus
conhecimentos sobre a hora do dia em que determinadas flores se abrem
(Chandrashekaran, 2006).

Dentre estes primeiros trabalhos, destaca-se o estudo realizado pelo astrbnomo
francés Jean Jacques de Mairan, em 1729, relatando a persisténcia do movimento de
abertura e fechamento dos foliolos de uma espécie de Mimosa, mesmo com a
transferéncia da planta para o interior de uma caverna, em condi¢do de escuro total e
constante (apud Chandrashekaran, 2006). Este relato foi essencial a compreensao de que
os ritmos bioldgicos sdo originados por mecanismos enddgenos, e ndo por forcas
ambientais externas.

J& no século XX, diversas outras observagdes corroboraram o relato inicial de
Jacques de Mairan, demonstrando que outros ritmos biolégicos, como o de atividade e
repouso, continuavam a ocorrer mesmo em animais mantidos em condigfes constantes
de iluminacdo e temperatura. Entretanto, a expressdo dos ritmos nessas condic¢des
constantes exibe sempre um periodo proximo de 24 horas, mas nunca exato
(Pittendrigh, 1993). Ritmos com esse periodo foram entdo chamados de circadianos
(circa = cerca de; diem = dia). Importante conceituar os parametros utilizados para

descrever uma oscilacdo. Sdo eles: frequéncia (nimero de ciclos por unidade de tempo),
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periodo (a quantidade de tempo necessaria para um ciclo se completar), amplitude (a
extensdo de uma oscilacéo) e fase (cada fracdo de um ciclo inteiro). Dessa forma, o ciclo
claro/escuro ambiental € um exemplo de oscilacdo que apresenta um periodo de 24h,
composto por duas fases: a de claro e a de escuro.

Em condic¢Bes naturais, o chamado reldgio bioldgico utiliza-se das variagdes
ambientais ciclicas, como dia/Znoite, para ajustar seu periodo as 24h diarias. O “agente”
sincronizador recebeu 0 nome de Zeitgeber pelo pesquisador Aschoff, palavra alema que
significa “doador de tempo” (Pittendrigh et al., 1958). Desde entéo, a palavra Zeitgeber
(ZT) foi incorporada aos conceitos de cronobiologia. Em concordéancia com as primeiras
observacGes de ritmos, o ciclo claro/escuro ambiental é realmente o principal Zeitgeber
para a maioria dos organismos, embora existam situacbes em que outros Zeitgebers,
como alimentagdo ou comportamento social, possam prevalecer (Challet et al., 1997;
Kalsbeek et al., 1998). Na auséncia de um Zeitgeber, ou seja, em condi¢des constantes, o
ritmo é expresso com seu periodo endégeno (tau), levemente diferente de 24h, e diz-se
gue esta em livre-curso.

Com o avanc¢o nos estudos anatdomicos em busca da localizacdo da maquinaria
responsavel pelo sistema oscilatério enddégeno, os nucleos supraquiasmaticos (NSQ)
hipotalamicos foram identificados como a sede do reldgio biologico central de
mamiferos (Inouye e Kawamura, 1979). As bases moleculares desta maquinaria também
foram desvendadas com a descoberta de alguns genes relacionados a geragdo de ritmos
endogenos. O primeiro destes genes foi o gene per, de period, descrito em mutantes de
Drosophila melanogaster que apresentavam alteraces no periodo do ritmo de eclosdo das

pupas (Konopka e Benzer, 1971). Desde entdo, a lista de genes relacionados aos ritmos
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circadianos vem aumentando cada vez mais. Esses genes foram denominados genes do
relégio (do inglés clock genes), sendo que as proteinas codificadas por eles atuam como
fatores de transcri¢do, regulando sua propria transcricdo génica e também a de outros
genes alvos. Assim, diferentes complexos protéicos estdo ativos em diferentes fases do
dia, gerando uma oscilacdo enddgena e auto-sustentada por algas de retroalimentacao
(revisto por Ko e Takahashi, 2006). Além de se auto-regularem, essas proteinas também
atuam como fatores de transcricdo de outros genes, os chamados clock controlled genes
(ccg), através dos quais o relégio biologico central sincroniza as demais partes do
organismo por vias eferentes neurais e humorais. Um exemplo de ccg é o
neurotransmissor vasopressina, liberado ritmicamente pelos NSQ (Duffield, 2003).

O ritmo gerado nos NSQ é sincronizado diariamente a informacdo fotica
ambiental proveniente da percepcdo retiniana e transmitida via trato retino-
hipotalamico. Os neurotransmissores glutamato (Ding et al., 1997) e PACAP (peptideo
ativador da adenilil ciclase na pituitaria) (Hannibal et al., 1997; revisto por Fahrenkrug,
2006) sdo essenciais neste processo de sincronizacdo, sendo capazes de alterar a fase do
ritmo circadiano de disparos elétricos destes neurdnios (revisto por Kalsbeek et al.,
2006b).

Um dos principais ritmos enddgenos sincronizados pelos NSQ € o de producéo
da melatonina pela glandula pineal. A liberacdo ritmica deste horménio na corrente
sanguinea corresponde, inclusive, a principal via humoral sinalizadora do fotoperiodo

ambiental, sincronizando diversos outros ritmos biol6gicos (Reiter, 1993).
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2.2. Caracteristicas anatdmicas e estruturais da glandula pineal

A glandula pineal é caracterizada como um transdutor neuroenddcrino, capaz de
converter sinalizacdes neurais em sinalizacbes endocrinas (Axelrod, 1974). Situada no
epitdlamo, origina-se a partir de uma evaginacdo do teto do Il ventriculo, cavidade
pertencente ao diencéfalo, entre as comissuras habenular e posterior (Arendt, 1995). De
modo geral, a pineal pode ser dividida em duas porc¢des contiguas: uma profunda e
outra mais superficial. A porcdo profunda localiza-se proximo as comissuras de onde se
origina, enquanto que o corpo pineal pode localizar-se nesta mesma regido ou mais
superficialmente, dependendo da espécie considerada. No caso dos roedores, por
exemplo, a pineal é bem superficial, tendo migrado na direcdo dorso-caudal e uma
haste a comunica com a porc¢ao profunda (revisto por Simonneaux e Ribelayga, 2003).

Estruturalmente, a glandula pineal de mamiferos é composta por diversos tipos
celulares (revisto por Mgller e Baeres, 2002). As celulas predominantes sdo as
neuroenddcrinas, responsaveis pela producdo de melatonina e denominadas de
pinealécitos. Essas células sdo derivadas a partir de linhagens neuronais na ontogénese
e correspondem a acerca de 80% da constituicdo da glandula pineal (Arendt, 1995;
Ekstrom e Meissl, 2003). Também estdo presentes macréfagos e células gliais, mais
especificamente astroglia e microglia, sendo que esta ultima, assim como o0s
macrdéfagos, pode ter funcéo fagocitaria (Pedersen et al., 1993; Sato et al., 1996). Por fim,
a glandula pineal apresenta ainda células neuronais, responsaveis pela liberacdo de

diversas substancias atuantes nos pinealocitos (Mgller, 1997), com destaque para 0s
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neurénios simpaticos, que correspondem a principal inervacdo da glandula e a mais

importante funcionalmente (Kappers, 1960).

2.2.1. Inervacao simpatica

Estudos anatdmicos demonstraram que as fibras simpéticas que inervam a pineal
sdo provenientes do géanglio cervical superior (Kappers, 1960). Suas terminacdes
nervosas apresentam vesiculas granulares que contém 0 neurotransmissor
noradrenalina (Wolfe et al., 1962), e os neuromoduladores ATP (adenosina tri-fosfato)
(Mortani-Barbosa et al., 2000) e neuropeptideo Y (NPY) (Schon et al., 1985). A
noradrenalina é o principal indutor da sintese de melatonina e sua liberacdo pelos
terminais simpéticos € regulada por uma via proveniente dos nucleos
supraquiasmaticos hipotalamicos. Ja o ATP atua via receptores purinérgicos P2Yj,
potenciando a sintese de melatonina induzida por noradrenalina (Ferreira et al., 1994,
2003). O NPY, por sua vez, parece exercer uma regulacdo na estimulagdo
noradrenérgica, atuando tanto pré-sinapticamente (Olcese, 1991; Mikkelsen e Maller,

1999) quanto diretamente nos pinealécitos (Simonneaux et al., 1994; 1999).

2.2.2. Inervacdes nao-adrenérgicas

Embora em menor densidade que a inervacgdo simpatica, a pineal também recebe
fibras nervosas provenientes de diversos locais, tais como do nuacleo paraventricular

hipotalamico (PVN), do folheto intergeniculado talamico (IGL), do nucleo dorsal da rafe
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(Leander et al., 1999), das comissuras habenular e posterior, e até mesmo do ganglio
trigeminal (Reuss, 1999; revisto por Simonneaux e Ribelayga, 2003). As fibras
peptidérgicas sdo abundantes e todas essas inervagdes permitem que o0s pinealdcitos
entrem em contato com uma grande variedade de substancias, como ocitocina,
substancia P, PACAP, CGRP (peptideo relacionado ao gene da calcitonina), dopamina,
serotonina (5-HT), peptideo intestinal vasoativo (VIP), vasopressina (VP), acetilcolina,
acido gama-aminobutirico (GABA). A acdo dessas substancias geralmente esta
relacionada a uma modulacdo da transmissdo sinaptica, ndo exercendo papel
isoladamente.

Um efeito colinérgico sobre a pineal também tem sido relatado. De modo geral,
esse efeito é tido como inibitério, embora 0 mecanismo de acdo ainda nao seja bem
compreendido. Essa inibicdo pode ocorrer tanto pré-sinapticamente (Drijfhout et al.,
1996) quanto diretamente nos pinealOcitos, através da ativacdo de receptores
muscarinicos e nicotinicos (Stankov et al., 1993; Phansuwan-puijito et al., 1999; revisto
por Wessler et al., 1997).

A importancia de outras inervagdes na pineal, que ndo a simpatica, pode ser
exemplificada pelo relato de que um simples pulso de luz no meio da fase de escuro é
suficiente para reduzir drasticamente os niveis de melatonina. Acredita-se que esse
efeito inibitério imediato seja exercido pela inervagdo proveniente do IGL, que contém
principalmente o neurotransmissor GABA (Cipolla-Neto et al., 1995; Sakai et al., 2001).

Esses dados em conjunto indicam que o controle fisioldgico da glandula pineal

deve ser exercido por uma rede complexa de aferéncias neurais, com liberacdo dos mais
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variados neurotransmissores e neuromoduladores, cuja interacdo resulta no padréao

ritmico e bem sincronizado da produc¢do de melatonina.

2.3. Sintese de melatonina pela glandula pineal

O controle neural da sintese de melatonina pela glandula pineal é exercido pelo
NSQ, sede do reldgio biologico central, através de uma via polissinaptica. Esta via
inicia-se na retina, onde ocorre a conversdo da informagéo fotica em sinais neurais que,
por sua vez, sdo enviados pelo nervo optico aos NSQ via trato retino-hipotalamico. Os
NSQ projetam-se aos neurdonios autdbnomos do PVN, havendo liberacdo do
neurotransmissor inibitério GABA sincronizadamente a presenca de luz ambiental
(Kalsbeek et al., 2000). Portanto, € neste ponto que a via sinalizadora a sintese de
melatonina é inibida durante a fase de claro.

Na fase de escuro ambiental, a via prossegue dos neurdnios do PVN a coluna
intermediolateral da medula espinal (Teclemariam-Mesbah et al., 1999), onde originam-
se 0s neurdnios pré-ganglionares que se projetam ao ganglio cervical superior. Por fim,
0s neur6nios pés-ganglionares simpéticos inervam diretamente a pineal e ha liberacéo
de noradrenalina pelos terminais nervosos no parénquima da glandula, resultando na

inducéo da producédo de melatonina.
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2.3.1. Cascata de sinalizacao noradrenérgica

A noradrenalina liberada pelos terminais simpaticos na fase de escuro atua sobre
os adrenoceptores (Klein et al., 1983), principalmente do subtipo 1, que sdo receptores
acoplados a proteina G estimulatoria (Gs). Quando ativados, as subunidades (3 e y da
proteina G se separam da a e, ainda na membrana plasmatica, ativam a enzima adenilil
ciclase (AC), conversora de AMP (monofosfato de adenosina) em AMP ciclico (AMPc).
O aumento citoplasmatico deste segundo mensageiro ativa a proteina quinase
dependente de AMPc (PKA), responsavel pela fosforilacdo de diversas proteinas, dentre
as quais o fator de transcricio CREB (ciclic AMP response element-binding protein).
Quando fosforilado, este fator forma homodimeros e liga-se a um coativador, o CBP
(CREB-binding protein). Este complexo, por sua vez, liga-se a sequéncias de DNA
especificas presentes na regido promotora do gene da enzima arilalquilamina-N-
acetiltransferase (AA-NAT) e induz sua transcricdo, o que é essencial para completar a
via biossintética da melatonina (Baler et al., 1997).

Além dessas sinalizacbes, a via ainda pode ser potenciada pela ativacdo de
receptores a-adrenérgicos, pela noradrenalina, e P2Y: purinérgicos, pelo ATP liberado
pelos mesmos terminais simpaticos. Os adrenoceptores al sdo acoplados a proteina Gq,

ativadora da enzima fosfolipase C que, por uma sequéncia de eventos, induz aumento de calcio

intracelular (Ca?*) e ativacdo da enzima quinase dependente de célcio (PKC) (Tzavara et al.,
1996). Essas Gltimas etapas também s&o observadas apoés ativagéo receptores P2Y; (Ferreira et
al., 2003) e a regulacdo positiva de PKC sobre a enzima adenilil ciclase converge com a

sinalizacdo proveniente da ativacdo B-adrenérgica, aumentando os niveis de AMPc e
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potenciando a via de sinalizacdo necessaria a transcricdo de Aa-nat. Essas cascatas de
sinalizacdo encontram-se esquematizadas na figura 3.

A sintese de melatonina é iniciada pelo aminoé&cido triptofano, capturado da
corrente sanguinea e hidroxilado a 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofano
hidroxilase. Em seguida, o 5-HTP é convertido a serotonina por uma descarboxilase de
aminoéacidos aromaticos (AAAD). Por sua vez, a serotonina € acetilada pela enzima AA-
NAT a N-acetilserotonina (NAS), que ¢é entdo metilada pela hidroxindol-O-
metiltransferase (HIOMT), formando N-acetil-5-metoxitriptamina, também chamada de
melatonina (fig. 3).

Além da via biossintética da melatonina, a serotonina serve de substrato em
outros processos metabdlicos como, por exemplo, de deaminacdo oxidativa pela enzima
monoaminoxidase (MAOQO). Essa reacdo origina o composto 5-hidroxindolacetaldeido,
que é imediatamente reduzido a 5-hidroxitriptofol ou a &cido 5-hidroxindolacético (5-
HIAA). A auséncia da enzima AA-NAT na fase de claro ambiental favorece a
prevaléncia dessa via metabdlica da serotonina (Simonneaux e Ribelayga, 2003).

A melatonina produzida e secretada pela pineal tem uma meia-vida curta na
corrente sanguinea, de 30 a 60 minutos, sendo rapidamente metabolizada no figado
onde é primeiramente hidroxilada e, em seguida, conjugada a um sulfato formando 6-

sulfatoximelatonina, composto secretado na urina (Arendt, 1995).
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Figura 3 — Vias de sinalizagdo na biossintese de melatonina em glandulas pineais de ratos. A
noradrenalina (NA) liberada noturnamente pelos terminais simpaticos ativa os receptores 3 e o
adrenérgicos. Os receptores B1 sdo acoplados a proteina G estimulatéria (s) e sua ativacao leva a
ativacdo da enzima adenilil ciclase (AC) pela subunidade o da proteina G. Isso resulta em um
aumento nos niveis intracelulares de AMP ciclico (AMPc), ativando PKA, que fosforila CREB,
gue induz a expressdo génica da enzima AA-NAT (setas vermelhas). A ativagdo dos receptores
al-adrenérgicos e P2Y: purinérgicos induz uma cascata de sinalizacdo (setas verdes) que
culmina em aumento de calcio intracelular e ativacdo de PKC, cujo efeito positivo sobre AC

potencia a cascata de sinaliza¢do iniciada pelos receptores . Apos a traducdo da enzima AA-

NAT, sua fosforilacdo por PKA e ligagdo a chaperona 14-3-3 estabilizam-a e a tornam ativa,
sendo uma enzima-chave para a producdo ritmica de melatonina. A sintese de melatonina
encontra-se esquematizada no canto direito, iniciando com a captura do aminoéacido triptofano
da circulacdo. A descricdo das etapas e das enzimas envolvidas estd detalhada no texto. (PLC =

fosfolipase C; IP; = inositol trifosfato; setas tracejadas = simplificacdo de uma sequéncia de

eventos).
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2.3.2. Regulacéo transcricional e pés-traducional da enzima AA-NAT

Em mamiferos roedores, o carater ritmico na producédo de melatonina é conferido
pelo controle da expressdo génica de Aa-nat, descrito anteriormente e altamente
relacionado a sinalizacdo noradrenérgica. Acredita-se que o término da sintese também
envolva uma regulagdo transcricional, mediada pelo fator inibitério ICER (inducible
CAMP early repressor) que se acumula ao longo da noite também por inducéo
noradrenérgica (Stehle et al., 1993).

Ja em ungulados e primatas, o gene Aa-nat é transcrito continuamente ao longo
do dia, porém, a proteina é continuamente degradada por proteassomas. Na fase de
escuro, a cascata de sinalizagdo noradrenérgica ativa a enzima PKA, que fosforila a
enzima AA-NAT e possibilita sua ligacdo a uma proteina chaperona 14-3-3. Com isso,
forma-se um complexo funcionalmente ativo e protegido contra acdo proteassomal
durante o escuro ambiental (Schomerus et al., 2000).

Além do sitio responsivo ao fator de transcricdo CREB/CBP, estudos
moleculares tém investigado outras sequéncias nucleotidicas presentes no promotor de
Aa-nat que complementam a regulacdo génica da sintese de melatonina. J& foram
descritos os sitios génicos exatos da regido promotora que sdo responsivos ao AMPc,
revelando inclusive a presenca de sitios intronicos essenciais para uma ativagdo maxima
(Baler et al., 1997). De fato, os introns tém ganhado consideravel atengdo como
importantes sitios regulatorios de muitos genes, e outras sequéncias regulatérias
importantes ja foram também encontradas no primeiro intron de Aa-nat. E o caso das

sequéncias responsaveis por conferir especificidade tecidual a expressao desta enzima,
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de forma que somente a glandula pineal (e a retina, em alguns casos) manifeste este
ritmo circadiano de transcricdo de Aa-nat (Baler et al., 1999).

Outros complexos regulatorios transcricionais também estdo presentes nos
pinealdcitos de roedores, embora suas funcBes exatas ainda ndo sejam bem
compreendidas. E o caso dos genes do reldgio que, assim como nos NSQ, também se
expressam de forma ritmica. Apesar de o promotor do gene Aa-nat conter elementos E-
box em seu promotor, que sdo responsivos as proteinas do reldgio, ndo foi observada
alteracdo na sintese de melatonina dependente destes fatores de transcri¢do nos
mamiferos (Chen e Baler, 2000). Outro complexo presente é o de AP-1 (activator protein-
1), formado por homo ou heterodimeros de membros da familia FOS e JUN, incluindo
FRA-2 (FOS-related antigen 2). Este complexo apresenta variacao circadiana, com niveis
aumentados no inicio da noite e que decaem ao final da fase de escuro, sendo
estimulados adrenergicamente. O fator DREAM (downstream regulatory element
antagonist modulator) é responsivo a alteracGes nos niveis de calcio e sua ligacdo a regido
promotora de Aa-nat exibe um ritmo em oposicao de fase ao de CREB, exercendo papel
inibitério no controle circadiano da sintese de melatonina, assim como o ICER (revisto
por Karolczak et al., 2005). Por fim, estudos iniciais indicam a possivel presenca de
sequéncias consenso responsivas ao fator NFKB nas regifes promotoras e intrénicas de
Aa-nat, cuja confirmacéo elucidard um importante mecanismo pelo qual NFKB modula
a sintese de melatonina (Markus et al., 2007).

Conforme os estudos e as técnicas moleculares vdo progredindo, novos fatores

de transcricdo, bem como seus respectivos sitios responsivos e fungdes, vdo sendo
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descobertos. De todo modo, o controle da transcricdo génica de Aa-nat parece ser o

resultado de um equilibrio dindmico entre diversas proteinas presentes.

3. Funcdes da melatonina

A melatonina € uma molécula muito conservada filogeneticamente, sendo
encontrada desde organismos unicelulares até plantas e vertebrados superiores (Pandi-
Perumal et al., 2006). Conforme relatado, os primeiros efeitos descobertos da
melatonina estéo relacionados a mudanca na coloracéo da pele de anfibios e a acdes pré
ou anti-gonadotréfica, de acordo com a espécie considerada. A relacdo deste hormonio
com as alteragdes sazonais observadas no sistema reprodutor de alguns animais logo
revelou sua funcdo cronobidtica, como sincronizadora dos ritmos bioldgicos as
variacdes ambientais.

Além disso, diversas outras funcdes sdo atribuidas a melatonina, tais como
antioxidante, oncostatica, antienvelhecimento e imunomodulatéria. Diversos sdo
também seus mecanismos de acdo, podendo atuar através de receptores de membrana
acoplados a proteina G especificos (MT1 e MTy; revisto por Pandi-Perumal et al., 2006;
Markus e Tamura, 2009), ou interagir diretamente com proteinas citosoélicas e nucleares
(Finocchiaro e Glikin, 1998), j& que possui um alto coeficiente de particdo Oleo-agua,
passando facilmente pelas membranas (Shida et al., 1994). Dentre as moléculas
intracelulares as quais a melatonina se liga estdo a calmodulina, uma proteina
reguladora de diversas enzimas quinases, e receptores nucleares da familia do acido

retindico (RORal, RORa2, RZRa, RZRp) (revisto por Hardeland, 2009). As respostas
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resultantes destas interacbes entre melatonina e proteinas intracelulares ainda séo

objetos de estudo das pesquisas atuais.

3.1. Efeito cronobidtico

Em todos os mamiferos, seja de habito diurno ou noturno, a melatonina é
encontrada na corrente sanguinea sinalizando a presenca e a duracédo da fase de escuro
ambiental. Além de atuar diretamente em todas as células do organismo, também
exerce seu efeito cronobidtico sobre o proprio NSQ, contribuindo com a sincronizacao
do relégio bioldgico (revisto por Pévet et al., 2002). Além de modular as alteracdes
sazonais relacionadas a reproducdo, também regula a manifestacdo de outros ritmos,
como o de atividade/repouso e de alterac¢des circadianas e/ou sazonais observadas no
sistema imune, tais como a proliferacdo celular na medula 6ssea e no sistema linféide
(Haus et al., 1983). Em humanos, uma producdo dessincronizada de melatonina tem
sido relacionada a disturbios como insdnia e mal-estar causados por trabalho noturno
ou pelo efeito “jet-lag”, referente a adaptacdo a um novo fuso horario em viagens trans-
meridionais. O tratamento com administracdo de melatonina exdgena tem sido

promissor nestes casos (Brzezinski, 1997; Paul et al., 2010).
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3.2. Efeito antioxidante

Como antioxidante, a melatonina possui capacidade tanto de sequestrar
diretamente radicais livres quanto de potenciar a atividade de enzimas antioxidantes,
auxiliando também na regeneracdo dessas enzimas pelos processos redox. A
melatonina atende 0s pré-requisitos necessarios para ser considerada um potente
agente antioxidante, pois além de seu proprio efeito, os produtos que gera em sua
cadeia oxidativa sdo tdo ou mais antioxidantes quanto ela. Os compostos AFMK (N1-
acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina) e AMK (N!-acetil-5-metoxiquinuramina),
capazes de reagir com espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, sdo 0s principais

exemplos dessa via (Hardeland et al., 2003, 2006, Silva et al., 2006).

3.3. A¢Bes imunomodulatoria, oncostatica e antienvelhecimento

A propriedade imunomodulatéria da melatonina tem sido uma de suas funcoes
mais estudadas nos ultimos anos. Além de sua funcdo cronobidtica sobre o sistema
imune, a administracdo exdgena e a sua producdo extra-pineal também modulam os
componentes desse sistema. A producdo extra-pineal de melatonina ocorre em situacdes
especiais, como na vigéncia de um quadro inflamatério, tendo sido verificada em
diversas células como as epidérmicas (Slominski et al., 2005), no trato gastrointestinal,
na retina e em células imunocompetentes como NK (natural killers), timécitos, linfécitos,
macréfagos e endoteliais (revisto por Kvetnoy, 1999; Conti et al., 2000). Nestas

condicdes, sdo produzidas grandes quantidades de melatonina, na faixa de uM a mM,
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contrastando com a producdo pineal, que ocorre na faixa de nM. Estudos realizados
com altas concentracdes de melatonina, de origem extra-pineal ou exdgena, revelaram
diversas modulagfes na resposta imune (revisto por Carrillo-Vico et al., 2005), tais como
aumento da proliferacdo de linfocitos-T, da apresentacdo de antigenos pelos macréfagos
e da atividade fagocitaria destes (Pontes et al., 2006); aumento na atividade de células do
sistema linféide, do bagco e da medula 0Ossea; estimulacdo da sintese de algumas
citocinas, como IL-2, IFN-y e IL-6 (revisto por Miller et al., 2006) e regulacédo da sintese
de Oxido nitrico pelas células endoteliais (Tamura et al., 2009). Por outro lado, a
melatonina em concentragdes compativeis as encontradas no plasma em seu pico
noturno parece exercer um efeito antiinflamatorio, interferindo no processo de
migracgdo celular por inibir o rolamento e adeséo de células imunocompetentes sobre a
camada endotelial (Lotufo et al., 2001). Dessa forma, o efeito que a melatonina exerce
sobre o sistema imune é dependente de seu local de producdo e da quantidade
produzida, ndo podendo ser caracterizada como um hormonio exclusivamente pré ou
anti-inflamatério.

J& a sua acdo oncostatica esta relacionada a suas propriedades anti-proliferativa e
anti-angiogénica (Lissoni et al., 2001; Blask et al., 2005), provavelmente resultantes de
seus efeitos imunomodulatorios. Essas caracteristicas da melatonina tém sido estudadas
mais a fundo em pesquisas que defendem a utilizagdo dessa molécula como
coadjuvante no tratamento de diversos tipos de cancer humanos (Vijayalaxmi et al.,
2002; Anisimov et al., 2006; Jung e Ahmad, 2006).

Por fim, a acdo antienvelhecimento da melatonina parece estar vinculada aos

seus efeitos antioxidantes, uma vez em que 0 estresse oxidativo é uma das principais
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causas dos danos moleculares que levam a degeneracgao celular e a disfuncao sistémica
(Poeggeler, 2005). Muitos trabalhos relatam que os niveis de melatonina decaem de 20%
a 80% com o avancar da idade (Skene et al., 1990; Reiter, 1995; Liu et al., 1999) e que a
perda do efeito neuroprotetor dessa molécula pode estar correlacionada ao surgimento
de doencas relacionadas ao envelhecimento (Wu et al., 2003). De fato, a reposicdo
hormonal de melatonina tem-se mostrado efetiva em amenizar os déficits cognitivos e
em diminuir a expressdo de marcadores neurotéxicos em modelos animais e em
pacientes com a doenca de Alzheimer (Srinivasan et al., 2005; Cheng et al., 2006; Olcese
et al., 2009).

Nota-se, portanto, que a melatonina tem sido considerada uma molécula
multipotente e altamente promissora, dentro de cada uma de suas diferentes funcdes, e
cujos estudos poderdo levar a sua aplicacdo clinica de uma forma mais padronizada e

consistente do que é verificado hoje em dia.

4. Eixo imune-pineal

A percepc¢do da interagdo entre a melatonina e o sistema imune data da década
de 1970, com os experimentos que buscavam compreender a funcdo da pineal atraves
de sua extirpacdo em animais em desenvolvimento. Essas primeiras observacbes
revelaram que oOrgdos como o timo e glandula adrenal eram os mais afetados em
decorréncia da pinealectomia cirdrgica (Vaughan e Reiter, 1971; Csaba e Barath, 1975).
De fato, uma grande quantidade de estudos posteriores confirmou o papel

imunomodulatorio da melatonina (como descrito anteriormente), mas poucos
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investigaram a modulacdo da atividade da pineal em decorréncia da ativacdo do
sistema imunoldgico. A existéncia dessa modulacao foi primeiramente sugerida em um
estudo de inflamacgé&o cronica em camundongos.

A injecdo de BCG (Bacilo Calmette-Guerin) na pata de camundongos gera um
inchaco local cujo tamanho varia de forma ritmica ao longo do dia, estando a pata maior
na fase de claro do que na de escuro. O envolvimento da melatonina neste ritmo foi
demonstrado pela pinealectomia desses animais. A extirpacdo da glandula pineal
aboliu o ritmo de variagdo espessura da pata, enquanto que a reposi¢cdo de melatonina
na agua de beber noturna desses animais foi suficiente para restaura-lo (Lopes et al.,
1997). Foi demonstrado, ainda, que a adrenalectomia (extirpacdo da glandula adrenal)
também abolia o ritmo da espessura da pata e que esse efeito era decorrente de uma
diminuicdo nos niveis circulantes de melatonina (Lopes et al., 2001). Tais resultados
induziram ao questionamento sobre a existéncia de um efeito de substancias envolvidas
em um processo inflamatério sobre a pineal.

A existéncia de uma comunicacdo entre as glandulas adrenal e pineal na
condicdo de inflamacdo foi confirmada e estudos posteriores demonstraram que a
corticosterona é capaz de potenciar a sintese de melatonina pela glandula pineal, tanto
in vitro quanto in vivo. (Ferreira et al., 2005; Fernandes et al., 2009). O aumento nos niveis
circulantes de corticosterona em decorréncia de estresse moderado também potencia a
sintese de melatonina (Couto-Moraes et al., 2009).

A resposividade da glandula pineal a outras substancias envolvidas na resposta
inflamatoria também foi investigada. A incubacdo com TNF, uma citocina pro-

inflamatoria, gera uma supressdo da producédo de melatonina por inibicdo da expressdo
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génica da enzima-chave AA-NAT (Fernandes et al., 2006). Esse efeito inibitorio de TNF
foi corroborado in vivo com um modelo de inflamacdo em humanos. Mulheres que
desenvolveram mastite, um processo inflamatério ndo infeccioso causado pela succéo
durante a amamentacao, apresentaram altos niveis circulantes de TNF e abolicdo do
ritmo diario de melatonina, sendo este ritmo restaurado somente apds a resolucdo da
inflamacéo, quando os niveis da citocina sdo zerados (Pontes et al., 2006). Dessa forma,
substancias anti e pro-inflamatérias (corticosterona e TNF, respectivamente)
apresentam efeitos antagdnicos quanto a modulacdo da atividade biossintética da
glandula pineal.

Outros autores ja admitiam a hipétese de a glandula pineal receber sinalizacfes
periféricas provenientes do sistema imunoldgico (Skwarlo-Sonta, 1996, 2003; Tsai et al.,
2001), alegando que isso constituiria um mecanismo de retroalimentacio relevante para
a manutenc¢do da homeostase, ja que a melatonina exerce importante papel modulatério
nas células imunocompetentes. Entretanto, a analise conjunta dos dados obtidos por
Nosso grupo permitiu uma compreensao mais profunda a acerca dessa relacdo entre a
pineal e o sistema imunoldgico, acarretando no desenvolvimento do conceito de “eixo
imune-pineal” (Markus et al., 2007). As a¢fes antagonicas entre TNF e corticosterona,
foram as bases iniciais para a compreensao desta relago.

No inicio da montagem da resposta imune inata, os altos niveis de TNF
produzidos inibem a sintese de melatonina pela pineal. Vale lembrar que, um dos
efeitos imunomodulatérios da melatonina em concentragées fisiologicas € o de inibir o
rolamento e a ades@o de leucdcitos sobre a camada endotelial, limitando a migragdo

celular (Lotufo et al., 2001, 2006). Portanto, a inibi¢ao transiente de melatonina circulante
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na circunstancia de uma inflamacado pode ser benéfica no sentido de permitir uma
ativacdo mais eficaz do sistema imune. Concomitantemente, as células
imunocompetentes ativadas passam a produzir melatonina em altas concentragdes no
local, o que auxilia na proliferacdo, atividade fagocitaria e apresentacdo de antigenos
por essas células (comentado anteriormente no item 3.3). Ja na fase antiinflamatoria da
resposta e com a resolucdo da inflamacao, a sintese pineal de melatonina é restaurada.
Isso ocorre tanto pela diminuicdo na concentracdo dos fatores inibitorios, quanto pelo
aumento da corticosterona circulante, que potencia a atividade biossintética da pineal.

Assim, em condic¢des de ativagdo do sistema imunol6gico, 0 mecanismo classico
de regulacdo da glandula pineal pela informacdo fbtica ambiental deixa de ser
predominante e possibilita que a melatonina seja produzida em concentracfes e em
locais condizentes com as necessidades do organismo.

Novos estudos vém sendo desenvolvidos para fortalecer esse conceito. A
glandula pineal tem sido amplamente caracterizada quanto aos mecanismos que a torna
responsivel as substancias envolvidas na resposta inflamatéria. Na membrana dos
pinealdcitos ja foram detectados receptores para TNF (TNFR1) (Sousa et al., 2009), para
LPS (TLR4) (Armelin, 2009) e para glicocorticoides (GR) (Ferreira et al., 2005), o que

demonstra a capacidade dessas células em responder diretamente a estas substancias.
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5. NFKB e a glandula pineal

Conforme ja mencionado, a via NFKB ¢ central na mediacdo dos efeitos
modulatdrios do sistema imune sobre a atividade da pineal, sendo que sua inducgéo por
TNF causa uma inibicdo na sintese de melatonina, enquanto que o bloqueio da sua
translocacédo nuclear ou da sua ligacdo ao DNA por corticosterona potencia a atividade
biossintética da pineal (Ferreira et al., 2005; Fernandes et al., 2006). Dessa forma, a
presenca da via NFKB nos pinealécitos constitui um elo essencial entre o sistema imune
e a modulacéo da sintese de melatonina.

A constatacdo desta importante capacidade de NFKB em mediar os mecanismos
modulatoérios da sintese de melatonina levou ao questionamento da importancia dessa
via para a glandula pineal em situacdes fisioldgicas. Além disso, o primeiro trabalho
demonstrando a presenca da via NFKB em pineais detectou que mesmo as glandulas
gue ndo receberam nenhum tratamento também apresentavam niveis quantificaveis de
NFKB nuclear, indicando sua ativacao constitutiva (Ferreira et al., 2005).

O numero crescente de relatos indicando a importancia fisiolégica de NFKB nos
mais diversos tipos celulares, aliado a capacidade efetiva deste fator em modular a
sintese de melatonina, foram as bases que nortearam a pesquisa realizada na presente
dissertacdo. A compreensao dos aspectos fisioldgicos desta via na pineal é essencial ao
entendimento dos mecanismos modulatérios sofridos na vigéncia de uma resposta
imune, bem como a identificacdo de novos componentes moleculares envolvidos no

controle da sintese basal de melatonina.
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CONCLUSOES

1) Glandulas pineais apresentam a via do fator de transcricdo NFKB ativada
constitutivamente; tendo sido caracterizada a presenca de homodimeros da
subunidade p50;

2) Essa ativacdo constitutiva de NFKB apresenta-se sob a forma de um ritmo
diario, que pode ser distinguido em trés partes: ao longo da fase de claro seus niveis
nucleares sdo crescentes, atingindo valores maximos ao final desta fase; assim que se
inicia o escuro, ha uma reducédo abrupta no conteddo nuclear de NFKB; esses baixos
niveis séo mantidos ao longo de toda a fase de escuro ambiental.

3) O ritmo na translocagdo nuclear de NFKB é consequéncia de mecanismos que
regulam a sua entrada no nucleo celular. Na primeira fase do ritmo, a auséncia de
mecanismos regulatérios permite que o NFKB entre gradativamente no nucleo dos
pinealécitos; o pico de corticosterona no inicio da fase de escuro ambiental causa uma
forte inibicdo sobre NFKB e seu conteudo nuclear é drasticamente reduzido; a
manutencdo dos niveis baixos de NFKB nuclear ao longo da fase de escuro é garantida

pela acdo inibitoria da prépria melatonina produzida pela pineal.

A via do fator de transcricdo NFKB, considerada uma pega-chave na montagem
de respostas imunes, tem se revelado cada vez mais atuante em processos fisioldgicos.
Além de ser uma ferramenta que capacita a glandula pineal a responder a estimulacéo
por mediadores do sistema imune, esta via demonstrou estar constitutivamente
ativada em situacgdes fisioldgicas. Nesta condigdo, observou-se que o conteido de
NFKB é finamente regulado para que seus efeitos modulatérios ndo sejam exercidos.
Além disso, essa regulacdo é mediada por hormdnios cronobioticos, ou seja, cujas
funcbes estdo relacionadas a sincronizacdo do organismo as variagbes ciclicas
ambientais. Dessa forma, os niveis diferenciais deste fator de transcricdo no nucleo dos
pinealdcitos ao longo do dia podem constituir um mecanismo adicional pelo qual a
glandula pineal sincroniza sua atividade biossintética ao ciclo claro/escuro ambiental.
Por fim, este trabalho abre novas perspectivas ao estudo dos mecanismos regulatorios

e modulatorios que diferentes substancias podem exercer sobre a glandula pineal.
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RESUMO

A glandula pineal € um 6érgédo neuroenddcrino que tranduz a informacéo fética
ambiental em sinal humoral pela producdo noturna do hormonio melatonina.
Recentemente, trabalhos de nosso grupo apontam para a existéncia de um eixo imune-
pineal, que considera ndo sé a influéncia que a melatonina exerce sobre células
imunocompetentes, mas também o efeito de mediadores da inflamacdo sobre a
atividade biossintética da glandula. Foi demonstrado que a sintese de melatonina
pode ser inibida por agentes pré-inflamatérios e potenciada por substancias
antiinflamatorias. Ambos os efeitos sdo dependentes da via do fator de transcricao
NFKB, sendo que seu conteddo nuclear nos pinealécitos esta inversamente
relacionado a produgdo de melatonina. Esta via de sinalizagdo do NFKB foi
inicialmente relacionada somente aos processos de resposta imunoldgica. Entretanto,
seu envolvimento em processos fisioldgicos tem sido cada vez relatado. A detecgdo
desta via em glandulas pineais e da sua potencialidade em modular a sintese de
melatonina induziu a pesquisa do possivel papel fisiolégico de NFKB neste érgao,
objetivo da presente dissertacdo. Glandulas pineais obtidas de animais higidos
apresentam a via NFKB constitutivamente ativada, sendo que o conteddo nuclear
deste fator apresenta-se de forma ritmica ao longo do dia. Na fase de claro ambiental
h&a um acumulo nuclear gradativo, mas assim que inicia a fase de escuro os niveis
nucleares de NFKB sé@o bruscamente reduzidos e mantidos baixos durante toda a fase
de escuro. Essa dependéncia do ritmo de NFKB com relacdo a informacdo fética
ambiental é, na verdade, consequéncia do efeito de ritmos hormonais atuantes sobre a
essa via. A corticosterona induz a queda abrupta nos niveis nucleares deste fator no
inicio do escuro, enquanto que a propria melatonina produzida pela pineal mantém
essa inibicao sobre a translocacdo nuclear de NFKB durante o restante da noite. Assim,
postula-se que a regulacdo deste fator garanta a funcionalidade fisiologica da
glandula, uma vez em que alteragdes no seu conteudo nuclear resultam em alteracoes
na producdo de melatonina. Além disso, tais dados abrem novas perspectivas quanto

aos mecanismos regulatorios da atividade da pineal por agentes que atuam via NFKB.
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ABSTRACT

The pineal gland is a neuroendocrine organ that transduces the environmental
photic information into humoral signals through the nocturnal production of
melatonin. Recently, our group have showed the existence of a Immune-pineal axis,
that consider not only the melatonin effects on immunocompetent cells, but also the
effect of inflammatory mediators on the biosynthetic activity of the pineal gland. It
was shown that the melatonin production can be inhibited by pro-inflammatory
agents and potenciated by the anti-inflammatory ones. Both effects rely on the NFKB
nuclear factor pathway, since its nuclear content in pinealocytes is inversely related to
melatonin production. The NFKB pathway was firstly related only to the immune
response processes. However, its role in several physiological functions is well
documented nowadays. The detection of this pathway in pineal glands and the
detection of its modulatory effects on melatonin production lead to the investigation
of the putative physiologic role of NFKB in the gland, which was the aim of this
project. Pineal glands from healthy animals show NFKB pathway constitutively
activated and its nuclear contents show a rhythm through out the 24h of the day.
During the light phase, the amount of NFKB increases continuously and a sharp drop
occurrs when lights are turned off and there is low level of nuclear NFKB all night
long. Actually, the relation between the NFKB rhythm and the light/dark cycle is
dependent on endogenous hormonal rhythms. Corticosterone induces the abrupt drop
in nuclear NFKB at the beginning of the dark phase, while the pineal melatonin keeps
this inhibitory effect through the night. Therefore, it is suggested that the control of
NFKB nuclear translocation is required to the physiological function of pineal gland,
since any alteration on its nuclear content results in alteration on melatonin
production. In addition, these data opens new perspectives on the regulatory
mechanisms of the pineal biosynthetic activity by agents that act through the NFKB
pathway.
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