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À minha família querida

e aos meus amigos.



“Existe uma coisa que uma longa existência me ensinou: toda a nossa ciência,

comparada à realidade, é primitiva e inocente; e, portanto, é o que temos de mais

valioso.”

Albert Einstein

“Há um tempo em que é preciso abandonar as roupas usadas, que já tem a forma do

nosso corpo, e esquecer os nossos caminhos, que nos levam sempre aos mesmos

lugares. É o tempo da travessia: e, se não ousarmos fazê-la, teremos ficado, para

sempre, à margem de nós mesmos.”

Fernando Pessoa
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I – INTRODUÇÃO

1. Fator de transcrição NFKB

O NFB (do inglês: nuclear factor kappa B) corresponde a uma família de proteínas

que atua como fator de transcrição regulando a expressão de uma grande variedade de

genes. Esta é uma via central do sistema imunológico, tendo essencial participação na

montagem de respostas imunes inata e adaptativa. Além disso, um número crescente de

estudos tem demonstrado a relevância desta via em outros processos fisiológicos e

fisiopatológicos importantes, desde a diferenciação celular e desenvolvimento do

organismo, até doenças neurodegenerativas e câncer.

A descoberta deste fator foi decorrente da análise de sequências intrônicas de

regulação positiva presentes no gene que transcreve a cadeia leve  (kappa) da

imunoglobulina em linfócitos B (Sen e Baltimore, 1986). Este estudo revelou a presença

de fatores protéicos capazes de ligarem-se a sequências específicas e induzir a

transcrição da cadeia leve . A ausência deste fator no núcleo de outras linhagens

celulares levou os autores à conclusão de que se tratava de um fator exclusivo das

células B, o que justifica a sua denominação de fator nuclear kappa B.

Estudos posteriores, entretanto, demonstraram que o surgimento de NFKB

nuclear poderia ser induzido pela estimulação da atividade celular (Atchison e Perry,

1987). Isso foi observado, por exemplo, nos linfócitos T, nos quais a ativação da célula

pelo vírus HIV (human immunodeficiency virus) é seguida de aumento da ligação de

NFKB ao DNA. Além disso, um detalhe interessante é que o próprio DNA viral contém
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sítios responsivos ao NFKB e sua ativação está relacionada ao processo de replicação

viral (Nabel e Baltimore, 1987). Com o aprofundamento das pesquisas, verificou-se que

a não detecção inicial deste fator nos extratos nucleares ou citoplasmáticos era devido à

associação entre o NFKB e um fator inibitório citoplasmático nas células não-

estimuladas. Essa conclusão foi decorrente da observação de que agentes dissociadores,

como o deoxicolato de sódio, induzem a localização nuclear de NFKB em células não-

linfóides (Baeuerle e Baltimore, 1988a; Nelsen et al., 1988) e, posteriormente, pela

identificação de uma proteína complexada ao NFKB no citoplasma. Essa proteína foi

denominada de proteína inibitória kappa B (IKB) e, com isso, esboçava-se o mecanismo

principal desta via de sinalização: células não-estimuladas apresentam o fator NFKB

ligado à proteína inibitória IKB na porção citoplasmática; a separação deste complexo

protéico permite que o NFKB livre transloque-se ao núcleo e ligue-se a sequências

responsivas presentes nas regiões regulatórias de diversos genes (Baeuerle e Baltimore,

1988b).

Desde estes primeiros estudos até os dias atuais, muitos foram os progressos

alcançados no entendimento desta via de sinalização, como a descoberta de várias

proteínas que compõem a família NFKB e a família IKB. Mesmo assim, o modelo de

ativação da via descrito em 1988 ainda é consideravelmente válido, com o acréscimo de

algumas informações: as subunidades do NFKB encontram-se sob a forma de dímeros

ligados à proteína inibitória IKB no citoplasma; na presença de um estímulo, ativa-se

um complexo específico de quinases (IKK) que fosforilam IKB, sinalizando para sua

ubiquitinação e degradação por proteassomas, permitindo então que os dímeros de
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NFKB transloquem-se ao núcleo e liguem-se a regiões específicas do DNA regulando a

transcrição de genes-alvos (revisto por Hayden e Ghosh, 2008).

Sabe-se atualmente que o NFKB está presente em praticamente todos os tipos

celulares, mas sua grande relevância ao sistema imune torna-se evidente ao analisarmos

os principais estímulos que ativam esta via. São eles: citocinas, como o fator de necrose

tumoral (TNF) e interleucinas (IL-1β, IL-2), padrões moleculares associados à patógenos

(PAMPS), sinalizadores de apoptose e de proliferação celular, fatores de crescimento,

estresse oxidativo, irradiação ultravioleta, e vírus, 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 ativação desta via induz a transcrição de

uma gama de genes, como os de citocinas (TNF, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-12), moléculas de

adesão (VCAM, ICAM) e enzimas (iNOS – sintase de óxido nítrico induzida; COX –

ciclooxigenase), todos essenciais à montagem de uma resposta imune, tanto inata

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

1.1. Família NFKB

Atualmente, são cinco as proteínas que constituem a família NFKB em

mamíferos, identificadas por compartilharem entre si um domínio amino-terminal de

homologia REL (RHD – REL homology domain). São elas: p65 (ou RelA), RelB, c-Rel, p50

(ou NFKB1) e p52 (ou NFKB2), sendo que essas duas últimas são formadas a partir da

clivagem de precursores maiores, p105 e p100, respectivamente (fig. 1A) (Ghosh e

Hayden, 2008). Os genes que codificam para essas subunidades são, nesta mesma
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ordem, denominados de RelA, RelB, Rel, NFKB1 e NFKB2. A nomenclatura desta família

de proteínas vem sofrendo alterações com o intuito de uniformizá-la e, atualmente,

sugere-se a substituição das letras gregas, ausência de hífens e maior correspondência

entre a nomenclatura do gene e da proteína. Na presente dissertação foi utilizada a

nomenclatura baseada no comitê "HUGO Gene Nomenclature Committee at the European

Bioinformatics Institute" (http://www.genenames.org).

O RHD é essencial para o controle da translocação nuclear de NFKB, pois é o

domínio responsável pelos processos de dimerização entre as subunidades e contém as

sequências de localização nuclear (NLS), que garantem a entrada das subunidades no

núcleo celular. Este domínio também contém os sítios de interação com as proteínas

inibitórias IKB (que quando ligadas recobrem o NLS de NFKB, mantendo as

subunidades no citoplasma) e com o DNA, reconhecendo as sequências nucleotídicas

responsivas ao NFKB nos genes-alvos (Verma et al., 1995).

As subunidades de NFKB atuam sempre sob a forma de dímeros, havendo as

seguintes possibilidades de combinações: 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 são as mais amplamente encontradas, sendo o heterodímero

p50:RelA a predominante (revisto por Sun e Zhang, 2007). De modo simplificado, essas

subunidades podem ser distinguidas quanto a sua distribuição e funcionalidade.

Enquanto as subunidade RelA e p50 são expressas ubiquamente, c-Rel, RelB e p52 são

mais encontradas em células hematopoiéticas (revisto por Liou e Hsia, 2003). Já quanto

à funcionalidade, elas podem ser consideradas ativadoras ou repressoras gênicas,

apesar disso não ser uma característica intrínseca, e sim passível de modulação.

http://www.genenames.org
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As subunidades RelA, RelB e c-Rel são tidas como ativadoras da transcrição

gênica, pois apresentam um domínio de transativação (TAD) na sua porção C-terminal,

essencial à indução da transcrição gênica. As subunidades p50 e p52 são tidas como

repressoras por não apresentarem este domínio. Homodímeros dessas subunidades são

de fato relatados como repressores de transcrição gênica, sendo o p50:p50 a forma mais

comum. Entretanto, se uma subunidade sem TAD formar heterodímero 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 sítio denominado

zíper de leucina, essencial para que exerça sua transativação máxima (Dobrzanski et al.,

1993).

Seja qual for a constituição do NFKB presente no núcleo celular, sua ligação ao

DNA depende do RHD que reconhece uma sequência nucleotídica consenso nos

promotores gênicos, definida como GGGRNNYYCC, onde R = base purina; N =

qualquer base; Y = pirimidina (Hayden e Ghosh, 2004). Essa sequência pode ser

considerada um consenso fraco, na medida em que muitas sequências diferentes são

admissíveis. Inicialmente, foi cogitado que essas diferentes possibilidades poderiam

conferir especificidade à ligação de determinados dímeros. Entretanto, isso não foi

verificado pelos estudos subsequentes, sendo esse tipo de especificidade aplicável a

uma gama bem restrita de genes, conforme discutido mais adiante (revisto por

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

A família das proteínas inibitórias IKB é composta, atualmente, por nove

membros que compartilham entre si um domínio de repetição de ankirinas que lhes

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

proteínas podem ser separadas em três classes distintas de acordo com suas

características (revisto por Ghosh e Hayden, 2008):

 as IKB típicas: IKBα, IKBβ, IKBε (genes correspondentes: Nfkbia, Nfkbib, Nfkbie),

presentes constitutivamente no citoplasma e que sofrem degradação e re-síntese na

presença de um estímulo. As IKBα e IKBβ apresentam um domínio rico em

resíduos de prolina, glutamato, aspartato, serina e treonina, denominado domínio

PEST, cuja fosforilação regula a estabilidade/degradação dessas proteínas,

encaminhando-as aos proteassomas (Whiteside e Israël, 1997);

 as IKB atípicas: IKBζ (IKB zeta, gene Nfkbiz), BCL-3 (B-cell limphoma 3) e IKBNS (do

gene Nfkbid), cuja expressão é dependente de estímulo e a atuação é nuclear, e não

no citoplasma. A BCL-3 foi inicialmente descrita como um oncogene das células B e

foi incluída na família IKB após a verificação de que sua estrutura contém

repetições de ankirinas semelhantes ao encontrado nas proteínas IKB típicas

(Hatada et al., 1992). Sua ligação às subunidades de NFKB pode modular a ação

transcricional, pois também possui o domínio TAD;

 e os precursores p100 e p105, e IKB, sendo este último produto de splicing

alternativo do RNA de p105, encontrado nas células B (Inoue et al., 1992). Essas

proteínas apresentam um motivo de repetição de ankirinas, tal como as IKB, e ao
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formarem dímeros com outras subunidades, mantém-nas no citoplasma. Após um

estímulo, os precursores p100 e p105 podem ser totalmente degradados ou

processados para formar as subunidades p52 e p50, respectivamente.

RHD TADRel A (p65)

Rel B RHD TADLZ

RHD TADc-Rel

p100/p52

p105/p50

RHD

RHD
repetição de ankirinas

sítio de clivagem

A)   Família NFKB

PEST

PEST

B)  Família IKB

IKB , IKB

IKB IKBζ, IKBNS

PEST

IKB , p105, p100

TADBCL-3

PESTRHD

Figura 1 – Proteínas que compõem as famílias NFKB e IKB. Esquema simplificado das

estruturas protéicas, contendo os principais domínios, explicados no texto. RHD =

domínio de homologia Rel; LZ = zíper de leucina; TAD = domínio de transativação;

PEST = domínio rico em prolina, aspartato, glutamato, serina e treonina; a barra

vermelha indica o sítio onde p100 e p105 são clivados para a formação 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. Família IKK

O complexo de quinases de IKB (IKK) é composto pelas subunidades catalíticas

IKK (ou IKK1, do gene Chuk) e IKK (ou IKK2, gene Ikbkb) e pela subunidade

regulatória IKK, mais conhecida como NEMO (NFKB Essential Modulator; gene Ikbkg).

As subunidades catalíticas agrupam-se como homo ou heterodímeros e são

responsáveis pela fosforilação das IKBs, sinalizando para sua ubiquitinação e

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

A presença de todos esses componentes possibilita que um sinal extracelular seja

convertido em uma cascata de sinalização intracelular comum (NFKB), mas com

geração de uma resposta gênica adequada e específica. Os receptores do tipo toll (Toll

like receptors – TLRs) são um bom exemplo de como diversos estímulos diferentes

(lipoproteínas de bactérias gram-positivas e gram-negativas, DNA bacterial, RNA viral,

dentre outros) atuando por receptores específicos, podem gerar cascatas de sinalização

intracelular semelhantes, culminando na transcrição dos genes induzidos pelo NFKB.

O padrão temporal da resposta mediada por NFKB também é relevante à

especificidade da resposta, havendo indução da transcrição de genes de resposta rápida

(early genes) e, posteriormente, de outros de resposta mais tardia. Nestes últimos estão

incluídos os genes das próprias proteínas inibitórias, como IKBα, revelando um

mecanismo de retroalimentação negativa envolvido na finalização da resposta mediada

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

Ao contrário do que seria de se esperar, a grande variabilidade de peças

disponíveis para formar a via de sinalização de NFKB não se reflete em uma grande

variação na sinalização frente a diferentes estímulos. Aliás, as vias de NFKB são

comumente distinguidas entre três possibilidades: uma via clássica (ou canônica), uma

via alternativa (não-canônica) e uma via atípica (revisto por Tergaonkar, 2006).

Da via clássica participam o complexo de IKK, com especial importância da

IKKβ, que fosforila a IKBα, cuja degradação permite a translocação nuclear do

heterodímero p50:RelA. Esta via é ativada pela maioria dos estímulos relacionados ao

NFKB, como LPS (lipopolissacarídeo de bactérias gram-negativas), TNF, IL-1 e outras

citocinas pró-inflamatórias, sendo essencial à resposta imune inata (fig. 2). O

heterodímero ativado na via clássica, o p50:RelA, é o mais amplamente distribuído

entre os tipos celulares e, consequentemente, o mais estudado também. Além de induzir

a transcrição da grande maioria dos genes regulados por NFKB durante uma resposta

imune, citados anteriormente, essa via também participa de processos fisiológicos

importantes, como no desenvolvimento embrionário. Isso foi constatado pela

verificação de que a deleção de gene RelA em camundongos é altamente letal, sendo

possivelmente consequência de uma degeneração massiva do fígado (Beg et al., 1995).
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Figura 2 – Ativação da via clássica de NFKB por TNF. Esquema simplificado dos mecanismos

envolvidos na translocação nuclear do heterodímero p50:p65 (também denominado p50:RelA)

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

fosforilados; u = sítios ubiquitinados).

A via alternativa pode ser induzida por linfotoxina B e CD40 e há ativação da

IKKα pela quinase indutora de NFKB (NIK), o que resulta na fosforilação da

subunidade p100 e posterior processamento a p52. O dímero comumente translocado

ao núcleo por esta via é o RelB:p52 (Perkins, 2007). A ativação desta via está relacionada

aos processos de desenvolvimento, maturação e seleção de linfócitos B e T, e na

diferenciação de células apresentadora de antígenos, como as dendríticas (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 fenótipos de

doenças auto-imunes (Kajiura et al., 2004; Zhang et al., 2006; Brown et al., 2008).

Já a via atípica é geralmente acionada pelo reconhecimento de DNA danificado,

gerado por irradiação UV, por exemplo, ou por estímulos redox como H2O2 ou situação

de hipóxia. Esses estímulos induzem a fosforilação de IKB por um mecanismo

independente do complexo IKK, dissociando-se de NFKB sem ser degradada por

proteassoma. As subunidades ativadas nesta via são as mesmas da via clássica,

p50:RelA, que atuam não só no controle de genes inflamatórios como também de genes

envolvidos com reparo de DNA e antioxidantes (revisto por Tergaonkar, 2006), tendo

importância fundamental em situações de doenças inflamatórias crônicas, como a

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

1.5. Caracterização das demais subunidades de NFKB

Os demais dímeros que compõem a família NFKB são encontrados em situações

específicas e/ou células específicas, o que justifica o número menor de relatos sobre

suas funções. Em geral, tais estudos referem-se a ensaios de superexpressão ou deleção

de cada subunidade com o intuito de averiguar suas funções isoladamente.

Conforme mencionado anteriormente, acreditava-se que a especificidade na

geração de uma resposta mediada por NFKB seria decorrente de diferentes sequências

nucleotídicas responsivas a NFKB nos diferentes genes-alvos. Entretanto, são poucos os

exemplos representativos desta situação. Estudos in vitro demonstraram que as
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subunidades RelA e c-Rel, sob a forma do homo ou heterodímeros, apresentam maior

afinidade de ligação a sequências que são levemente distintas do consenso kappa B.

Assim, genes que apresentam essa variação no motivo kappa B em seu promotor são

especificamente regulados por essas subunidades, como os genes de IL-8 e de TF (tissue

factor) em monócitos (Oeth et al., 1994). Por outro lado, dímeros de p50:RelA e p50:c-Rel

parecem compartilhar de mesma afinidade aos sítios responsivos kappa B, o que

dificulta o discernimento entre a existência de vias redundantes ou específicas.

A importância da subunidade c-Rel foi demonstrada utilizando-se camundongos

knockout, nos quais foi verificado que a indução da transcrição gênica de IL-12 e IL-23

em macrófagos e em células dendríticas é prejudicada (Sanjabi et al., 2000; Mise-Omata

et al., 2007). Esta subunidade também participa dos processos de diferenciação e

sobrevivência de linfócitos B e T, regulando a transcrição gênica de IL-2, CD40 e de

genes anti-apoptóticos. Aliás, essa função anti-apoptótica é especialmente vinculada à

subunidade c-Rel, sendo importante tanto em situações fisiológicas quanto

fisiopatológicas. Em linfócitos, neurônios e células pancreáticas, c-Rel é fundamental na

proteção e sobrevivência celular (Mokhtari et al., 2009), enquanto que em algumas

células tumorais esse mesmo efeito encontra-se exacerbado (revisto por Liou e Hsia,

2003). A identificação 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 inibitório na via clássica através de pelo menos dois

mecanismos distintos. A expressão de RelB é induzida por p50:RelA, e o aumento nos

seus níveis induz a formação do dímero RelB:p50. Em monócitos e neutrófilos, este
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dímero é transcricionalmente ativo e induz a continuação da transcrição da proteína

inibitória IKBα, iniciada pelo próprio p50:RelA. Com isso, a transcrição contínua e

sustentada de IKBα inibe uma re-ativação da via clássica e este mecanismo está

envolvido nos casos de tolerância ao LPS (Chen et al., 2009). O outro mecanismo de

inibição corresponde à formação do dímero RelB:RelA conforme os níveis de RelB

aumentam, induzidos pela via clássica. Neste caso, RelB é inibitório por alterar a

capacidade de ligação de RelA aos sítios responsivos nos promotores gênicos,

constituindo um heterodímero transcricionalmente inativo (Marienfeld et al., 2003).

RelA participa ainda na formação de outros dímeros, como RelA:p52 e

RelA:RelA. Este último parece atuar em células endoteliais, mediando a resposta

induzida por TNF na regulação da transcrição de alguns genes que apresentam motivos

kappa B específicos a esse homodímero (Marui et al., 2005). Foi observado ainda que os

níveis de RelA:RelA são aumentados nos processos de diferenciação de monócitos a

macrófagos, enquanto que na diferenciação às células dendríticas há o envolvimento do

dímero p50:RelB (Ammon et al., 2000). O dímero RelA:p52 revelou ser funcional em

neurônios dopaminérgicos de modelos de doença de Parkinson, sendo que seus níveis

aumentam concomitantemente com a diminuição de p50:RelA. Isso ocorre após

estimulação desses neurônios com um fator neurotrófico glial, cujo efeito neuroprotetor

depende do dímero RelA:p52 (Cao et al., 2008).

Por fim, existem ainda as ações dos homodímeros de p50 e p52, que além de

atuarem por si só, são alvos de mecanismos modulatórios. Homodímeros de p50 são

encontrados no núcleo da maioria das células, mesmo na ausência de estímulos, onde

acredita-se que controlem negativamente a transcrição gênica (Guan et al., 2005).
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Concordantemente, o processamento de p105 a p50 é passível de ocorrer

constitutivamente (Sun e Zhang, 2007). A importância da atenuação de uma resposta

imune pela ação inibitória desta subunidade foi verificada em camundongos knockout

para p50, que apresentaram maior susceptibilidade à letalidade causada por

endotoxemia (Cao et al., 2006).

A p52, como mencionado, tem uma distribuição tecidual mais restrita que p50,

sendo encontrada preferencialmente em células hematopoiéticas. Assim como as

demais subunidades de NFKB, sua relação com o sistema imune é revelada em animais

knockout que, neste caso, apresentam número reduzido de células B e defazagem nas

respostas antígeno-específicas (Franzoso et al., 1998).

Apesar de essas subunidades não possuírem TAD, a associação com outros

fatores podem torná-las reguladoras positivas de alguns genes. Isso foi verificado no

promotor viral de HIV, que apresenta alguns sítios responsivos a esses homodímeros

em específico e cuja ligação contribui para o recrutamento de um coativador em um

sítio próximo (Montano et al., 1996). Além disso, tanto os homodímeros de p50 quanto

de p52 são passíveis de ligação à proteína inibitória BCL-3 e o complexo formado os

tornam, em alguns casos, reguladores positivos da transcrição gênica (Bours et al., 1993).

O gene de Bcl-2, por exemplo, um oncogene relacionado à leucemia linfocitária crônica,

possui sítios responsivos a NFKB específicos à ligação desses homodímeros, e a

interação com BCL-3 faz com que ambos sejam ativadores dessa transcrição (Viatour et

al., 2003). Já em macrófagos, o complexo p50:p50:BCL-3 inibe a expressão gênica,

reforçando o efeito anti-inflamatório de p50:p50 por atenuar a produção de citocinas

(Wessells et al., 2004).
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Observa-se, portanto, a grande versatilidade que permeia a via NFKB, seja pela

expressão diferencial de suas subunidades nos diversos tipos celulares, seja pela

resposta gerada frente a estímulos diversos. A própria comunicação existente entre as

diferentes vias de NFKB possibilita uma variedade de ações desse fator, se

comportando ora como pró-inflamatório, ora como antiinflamatório, com indubtável

importância ao sistema imune, desde sua organogênese.

1.6. Modulações da via NFKB

Conforme aumentam os estudos a respeito da via de sinalização do fator de

transcrição NFKB, um aumento proporcional também é verificado na complexidade dos

mecanismos envolvidos na geração de uma resposta estímulo-específica e célula-

específica.

O primeiro quesito refere-se à grande dinâmica que permeia esta via. Em células

não-estimuladas, a manutenção dos complexos NFKB:IKB no citoplasma não é um

processo estático, mas sim, resultado de um equilíbrio dinâmico do fluxo de entrada e

saída nuclear deste complexo (Huang et al., 2000). A própria ligação entre NFKB e IKB é

dinâmica, pois a baixa afinidade desta ligação favorece a dissociação e associação

recorrentes, permitindo que pequenas quantidades de NFKB livre transloque-se

naturalmente ao núcleo (Carlotti et al., 2000). Adicionalmente, as proteínas IKB também

são encontradas no núcleo, onde acredita-se que contribuam para a finalização ou

modulação da resposta mediada por NFKB. A IKBα, por exemplo, tem sua transcrição

induzida pelo próprio NFKB e é capaz de se complexar com o NFKB nuclear que está
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ligado ao DNA e carregá-lo de volta ao citoplasma, pois possui um domínio de

exportação nuclear em sua estrutura (Lee e Hannink, 2001).

De modo geral, as IKB típicas podem contribuir para a modulação e

especificidade da via NFKB a ser ativada pela afinidade diferencial de ligação aos

dímeros de NFKB e também por apresentarem diferentes cinéticas de degradação. A

IKBα, por exemplo, liga-se preferencialmente à heterodímeros de p50:RelA e sua

degradação é induzida pela maioria dos estímulos que ativam NFKB, sendo rápida e

transiente. Já a IKBβ liga-se às subunidades RelA e c-Rel com afinidades semelhantes,

mas sua degradação é induzida por um número de estímulos mais restrito,

principalmente LPS e IL-1 (Thompson et al., 1995), além de ser mais lenta que a de IKBα.

IKBβ também é capaz de se ligar ao dímero p50:RelA nos promotores gênicos,

prolongando a resposta por estabilizá-los e impedir que a IKBα retire esse complexo do

núcleo (Thompson et al., 1995, Suyang et al., 1996). Foi observado que fibroblastos de

camundongos knockouts que expressam somente IKBβ ou somente IKBε apresentam

uma ativação de NFKB intermitente, em oposição ao padrão oscilatório e transiente

encontrado nos animais que contêm apenas a IKBα (Hoffmann et al., 2002). A IKBε,

encontrada em quantidades maiores que de IKBα em células B, apresenta

predominância de ligação aos dímeros 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 atípicas também estão altamente relacionadas à modulação das vias de

NFKB justamente por atuarem exclusivamente no núcleo celular (revisto por

Vallabhapurapu e Karin, 2009). A IKBζ (zeta) é expressa após estimulação por IL-1 ou
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LPS e possui preferência de ligação à p50, tornando esta subunidade

transcricionalmente ativa e induzindo a transcrição de IL-6 e IL-12 em macrófagos

(Yamamoto et al., 2004; Trinh et al., 2008). Esse efeito é semelhante ao de BCL-3 quanto à

modulação da atividade dos homodímeros de p50 e p52 (Fujita et al., 1993; Cristofanon

et al., 2009). A IKBNS, por sua vez, é induzida rapidamente em timócitos após a

estimulação de TCR (T-cell receptor) e inibe a transcrição gênica induzida por NFKB,

participando do processo de seleção negativa das células T (Fiorini et al., 2002). Esse

efeito inibitório de IKBNS também foi observado em macrófagos e células dendríticas

ativados por LPS e pode estar relacionado a um favorecimento da ligação do dímero

inibitório p50:p50 ao DNA (Hirotani et al., 2005; Kuwata et al., 2006).

Além das IKBs, também foi demonstrada a presença nuclear das proteínas

IKKs, onde são capazes de modular a via através de fosforilação direta das subunidades

de NFKB, principalmente de RelA, ou então de co-ativadores, co-repressores e histonas,

na maquinaria de transcrição (Anest et al., 2003; Verma, 2004; Hoberg et al., 2004, 2006).

De fato, a fosforilação das subunidades de NFKB tem sido relatada como um

importante mecanismo pelo qual a via consegue especificidade (revisto por Viatour,

2005). Mas outras alterações pós-traducionais também são capazes de modular a via

NFKB, tais como acetilação e desacetilação (Hou et al., 2003), nitração (Park et al., 2005),

S-nitrosilação (Grumbach et al., 2005) e sumoilização de suas subunidades (Mankan et

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

Embora haja um maior conhecimento dos efeitos da ativação da via de

sinalização NFKB, vem se acumulando dados que mostram uma ativação basal deste

fator. Consideráveis quantidades de NFKB estão presentes no núcleo celular sob

condições fisiológicas e a utilização de animais knockout tem contribuído para a

compreensão de sua funcionalidade e importância. As células hematopoiéticas e

neuronais estão dentre as principais células que apresentam NFKB ativado

constitutivamente e cuja relevância funcional é conhecida. Nas primeiras, foi relatada a

participação de NFKB na mediação dos processos de diferenciação e maturação,

enquanto que nos neurônios essa via está relacionada tanto a processos de

neuroproteção quanto de neurodegeneração (Ghosh et al., 1998; Kaltschmidt e

Kaltschmidt, 2000).

As células neuronais apresentam grandes quantidades de NFKB nuclear

constitutivamente ativado quando comparadas às células de outros tecidos. Isso é

atribuído à intensa atividade elétrica e transmissão sináptica que ocorrem nessas

células. Esses mecanismos já se demonstraram potentes indutores da via NFKB, ao

mesmo tempo em que inibidores da geração de potencial de ação e antagonistas de

receptores de glutamato diminuem os níveis nucleares deste fator de transcrição

(Mattson e Camandola, 2001).

As principais funções relacionadas ao NFKB neuronal, induzido ou constitutivo,

são descritas nos mecanismos de neuroproteção (regulação do íon cálcio, geração de

novas sinapses, balanceamento na produção de ROS – espécies reativas de oxigênio – e
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transcrição de genes anti-apoptóticos) (Kaltschmidt et al., 2005); de plasticidade

neuronal (modulação de receptores de glutamato e de sinapses) (Mikenberg et al., 2007);

em processos cognitivos e comportamentais (Mattson, 2005); e em processos

inflamatórios centrais, nos quais NFKB é ativado tanto nas células neurais como nas

gliais. Nessas últimas, ele induz a transcrição de citocinas como TNF, IL-1 e IL-6, ROS e

moléculas de adesão, que regulam a migração celular ao local de agressão. Nos

neurônios, seu papel é dual, podendo exercer tanto efeito pró-apoptótico quanto de

neuroproteção contra a citotoxicidade local (Mémet, 2006). O tipo da resposta

dependerá do estímulo e de sua duração.

As subunidades mais comumente encontradas nas células neuronais são a p50 e

RelA que, além de estarem constitutivamente presentes, podem ainda ser ativadas por

estímulos como TNF, Fas ligante, glutamato e fatores de crescimento (Mattson, 2005).

Dentre os genes regulados por NFKB estão a enzima antioxidante Mn-SOD (superóxido

dismutase dependente de manganês), moléculas inibidoras (IAPs) ou ativadoras de

apoptose, subunidades de canal iônico de cálcio dependente de voltagem e de canal

glutamatérgico (revisto por Kaltschmidt e Kaltschmidt, 2009). A inibição da via NFKB

em animais transgênicos induz a morte celular frente a estímulos por neurotoxinas

(Fridmacher et al., 2003), enquanto que sua hiperexpressão tem sido cada vez mais

relacionada a doenças neurodegenerativas, como Alzheimer e Parkinson (revisto por

Kaltschmidt e Kaltschmidt, 2000; Mattson e Camandola, 2001; Tergaonkar, 2006).

Assim, postula-se que a relação entre a função de NFKB e seus níveis nucleares obedeça

a uma curva em forma de “U” invertido, em que uma ativação basal é indispensável,
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mas alterações que elevem ou inibam excessivamente sua atividade, são danosas

(Kaltschmidt et al., 2005; Pizzi et al., 2009).

Além dessas importantes funções neuronais, a via NFKB também já foi descrita

como responsável por modulações no sistema neuro-endócrino. Isso foi demonstrado

na glândula pineal, importante órgão transmissor da informação fótica ambiental ao

organismo por produzir o hormônio melatonina de forma rítmica, somente na fase de

escuro. Conforme discutido mais adiante, a melatonina é uma molécula bem versátil,

com diversas funções relatadas. Apesar de sua síntese ser majoritariamente controlada

por uma via poli-sináptica originária do hipotálamo, foi demonstrado que a glândula é

capaz de responder a agentes pró e antiinflamatórios presentes na corrente sanguínea,

modulando sua atividade biossintética (Ferreira et al., 2005; Fernandes et al., 2006). O

NFKB parece ser uma peça-chave nesses processos modulatórios, atuando na regulação

de genes essenciais à síntese do hormônio melatonina e correspondendo a um

importante elo entre a glândula pineal e o sistema imune (Markus et al., 2007). Já em

situações fisiológicas, não há relatos sobre a relevância desta via de sinalização à

glândula pineal, sendo justamente o foco da presente dissertação.
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2. Glândula pineal

A glândula pineal é um órgão conhecido a cerca de 2000 anos. Seu primeiro

registro data do século II d.C. por Galeno, com base nas observações feitas

anteriormente pelo anatomista grego Herophilus (325-280 a.C.). O nome “pineal” é

devido à descrição de seu formato de pinha, pinea em latim. Pela sua localização central

no cérebro de humanos e por ser uma estrutura única, não pareada, acreditava-se que a

pineal funcionasse como uma válvula controladora do fluxo dos pensamentos, que

estariam armazenados nos ventrículos (Axelrod, 1974).

Mesmo muitos séculos depois, esse papel metafísico ainda era atribuído à

glândula. Em 1662, o filósofo francês René Descartes descreveu a pineal como sendo a

sede da alma racional, capaz de controlar o fluxo do espírito animal aos nervos motores

e, assim, controlar o movimento do corpo. De acordo com sua hipótese, os olhos fariam

a percepção do mundo real, exterior, transmitiriam esta percepção à glândula, e esta

controlaria o fluxo de fluidos às demais partes do corpo (Arendt, 1995) sendo, portanto,

o sítio de confluência entre a alma e o corpo físico. Apesar de esta ser uma explicação

filosófica da pineal, Descartes estava certo quanto à existência de uma comunicação

entre ela e o exterior do organismo, mediada pela percepção retiniana.

A glândula pineal ganhou atenção científica somente no final do século XIX e

início 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 interação entre a pineal e o sistema reprodutor foi

intensamente pesquisada. Mesmo assim, diversos aspetos ainda contribuíam para que
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muitos pesquisadores se mantivessem céticos quanto a qualquer funcionalidade deste

órgão, dentre eles: a falta de resultados claros nas pesquisas; a observação de que a

pineal sofre uma calcificação em indivíduos adultos, o que geralmente está relacionado

a uma perda funcional; e ainda a relação filogenética entre a pineal de mamíferos e o

órgão parietal (ou “terceiro olho”) de vertebrados inferiores, nos quais exerce função de

fotorrecepção e, portanto, poderia se tratar simplesmente de um órgão vestigial nos

vertebrados superiores (Dandy, 1915; Oksche, 1965).

Grande avanço foi obtido em 1958 por Aaron B. Lerner que, estudando as

alterações na coloração da pele de anfíbios, descobriu uma substância presente em

extratos de pineais de bovinos, muito potente em agregar os pigmentos de melanina.

Esta substância foi isolada e caracterizada quanto à sua estrutura química, recebendo o

nome de melatonina (Lerner et al., 1958). Essa denominação é decorrente da junção de

dois fatos: pela molécula atuar sobre o pigmento melanina, presente nos melanócitos

epidérmicos de anfíbios, e por ser derivada da serotonina (Reiter et al., 2000). Tal

descoberta revigorou os estudos sobre a pineal e em pouco tempo já foram investigados

outros locais produtores desse novo hormônio, suas vias metabólicas e até mesmo o

caráter rítmico com que a pineal produz a melatonina (Lerner et al., 1960; Axelrod e

Weissbach, 1961; Quay, 1963 e 1964; Klein e Weller, 1970).

A importância da relação entre a síntese de melatonina e o ciclo claro/escuro

ambiental foi observada ainda nas investigações sobre os efeitos deste hormônio no

sistema reprodutor. Roedores mantidos em fotoperíodo curto (fase de claro mais curta

que a de escuro) apresentam redução no tamanho das gônadas, sendo esse efeito

revertido com a extirpação da glândula pineal. Já em animais mantidos em fotoperíodo
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longo (fase de claro longa e de escuro curta), isso não ocorre (Kitay e Altschule, 1954;

Axelrod, 1974). A capacidade reprodutiva desses animais apresenta variação sazonal

bem definida e a detecção de que a melatonina é o hormônio capaz de transduzir

humoralmente a informação fótica ambiental explicou as grandes diferenças observadas

nos resultados com administração exógena de melatonina ou com pinealectomia, já que

seus efeitos são organismo-dependente e fotoperíodo-dependente (Reiter, 1980).

Esboçava-se assim o primeiro e um dos principais papéis da melatonina: o de

sincronizar ritmos endógenos às variações ambientais diárias ou anuais, contribuindo

para o sistema de temporização interno. Esse sistema garante organização temporal nas

funções fisiológicas, permitindo ao organismo antecipação e adaptação aos fenômenos

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

2.1. Glândula pineal e ritmos biológicos

Assim como as descobertas sobre a melatonina, o desenvolvimento da ciência

que estuda os ritmos biológicos – a Cronobiologia – também ocorreu entre a segunda

metade e o final do século XX. Embora esses estudos tenham ocorrido paralelamente, a

glândula pineal pode ser considerada um elo central dentro do sistema de temporização

interno de mamíferos. Ao mesmo tempo em que a síntese rítmica de melatonina é um

típico exemplo de ritmo biológico endógeno sob controle do relógio biológico central,

sua liberação na circulação também é essencial para a sincronização de outros ritmos.

Para a compreensão desta relação, faz-se necessária uma breve descrição a respeito dos

estudos sobre ritmos biológicos.
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Os primeiros relatos sobre a existência de ritmos biológicos datam da época de

Aristóteles (384-322 a.C.) e Hipócrates (460-377 a.C.), apesar de a cronobiologia como

ciência ser uma área relativamente nova (Grant, 1974). Estes primeiros relatos, e todos

os demais até o século XIX, referiam-se principalmente a observações dos movimentos

de abertura e fechamento de folhas e flores de diversas plantas. Foi construído até

mesmo um ”relógio floral” por Lineu, no século XVIII, 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 astrônomo

francês Jean Jacques de Mairan, em 1729, relatando a persistência do movimento de

abertura e fechamento dos folíolos de uma espécie de Mimosa, mesmo com a

transferência da planta para o interior de uma caverna, em condição de escuro total e

constante (apud Chandrashekaran, 2006). Este relato foi essencial à compreensão de que

os ritmos biológicos são originados por mecanismos endógenos, e não por forças

ambientais externas.

Já no século XX, diversas outras observações corroboraram o relato inicial de

Jacques de Mairan, demonstrando que outros ritmos biológicos, como o de atividade e

repouso, continuavam a ocorrer mesmo em animais mantidos em condições constantes

de iluminação e temperatura. Entretanto, a expressão dos ritmos nessas condições

constantes exibe sempre um período próximo de 24 horas, mas nunca exato

(Pittendrigh, 1993). Ritmos com esse período foram então chamados de circadianos

(circa = cerca de; diem = dia). Importante conceituar os parâmetros utilizados para

descrever uma oscilação. São eles: frequência (número de ciclos por unidade de tempo),
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período (a quantidade de tempo necessária para um ciclo se completar), amplitude (a

extensão de uma oscilação) e fase (cada fração de um ciclo inteiro). Dessa forma, o ciclo

claro/escuro ambiental é um exemplo de oscilação que apresenta um período de 24h,

composto por duas fases: a de claro e a de escuro.

Em condições naturais, o chamado relógio biológico utiliza-se das variações

ambientais cíclicas, como dia/noite, para ajustar seu período às 24h diárias. O “agente”

sincronizador recebeu o nome de Zeitgeber pelo pesquisador Aschoff, palavra alemã que

significa “doador de tempo” (Pittendrigh et al., 1958). Desde então, a palavra Zeitgeber

(ZT) foi incorporada aos conceitos de cronobiologia. Em concordância com as primeiras

observações de ritmos, o ciclo claro/escuro ambiental é realmente o principal Zeitgeber

para a maioria dos organismos, embora existam situações em que outros Zeitgebers,

como alimentação ou comportamento social, possam prevalecer (Challet et al., 1997;

Kalsbeek et al., 1998). Na ausência de um Zeitgeber, ou seja, em condições constantes, o

ritmo é expresso com seu período endógeno (tau), levemente diferente de 24h, e diz-se

que está em livre-curso.

Com o avanço nos estudos anatômicos em busca da localização da maquinaria

responsável pelo sistema oscilatório endógeno, os núcleos supraquiasmáticos (NSQ)

hipotalâmicos foram identificados como a sede do relógio biológico central de

mamíferos (Inouye e Kawamura, 1979). As bases moleculares desta maquinaria também

foram desvendadas com a descoberta de alguns genes relacionados à geração de ritmos

endógenos. O primeiro destes genes foi o gene per, de period, descrito em mutantes de

Drosophila melanogaster que apresentavam alterações no período do ritmo de eclosão das

pupas (Konopka e Benzer, 1971). Desde então, a lista de genes relacionados aos ritmos
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circadianos vem aumentando cada vez mais. Esses genes foram denominados genes do

relógio (do inglês clock genes), sendo que as proteínas codificadas por eles atuam como

fatores de transcrição, regulando sua própria transcrição gênica e também a de outros

genes alvos. Assim, diferentes complexos protéicos estão ativos em diferentes fases do

dia, gerando uma oscilação endógena e auto-sustentada por alças de retroalimentação

(revisto por Ko e Takahashi, 2006). Além de se auto-regularem, essas proteínas também

atuam como fatores de transcrição de outros genes, os chamados clock controlled genes

(ccg), através dos quais o relógio biológico 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 à informação fótica

ambiental proveniente da percepção retiniana e transmitida via trato retino-

hipotalâmico. Os neurotransmissores glutamato (Ding et al., 1997) e PACAP (peptídeo

ativador da adenilil ciclase na pituitária) (Hannibal et al., 1997; revisto por Fahrenkrug,

2006) são essenciais neste processo de sincronização, sendo capazes de alterar a fase do

ritmo circadiano de disparos elétricos destes neurônios (revisto por Kalsbeek et al.,

2006b).

Um dos principais ritmos endógenos sincronizados pelos NSQ é o de produção

da melatonina pela glândula pineal. A liberação rítmica deste hormônio na corrente

sanguínea corresponde, inclusive, à principal via humoral sinalizadora do fotoperíodo

ambiental, sincronizando diversos outros ritmos biológicos (Reiter, 1993).
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2.2. Características anatômicas e estruturais da glândula pineal

A glândula pineal é caracterizada como um transdutor neuroendócrino, capaz de

converter sinalizações neurais em sinalizações endócrinas (Axelrod, 1974). Situada no

epitálamo, origina-se a partir de uma evaginação do teto do III ventrículo, cavidade

pertencente ao diencéfalo, entre as comissuras habenular e posterior (Arendt, 1995). De

modo geral, a pineal pode ser dividida em duas porções contíguas: uma profunda e

outra mais superficial. A porção profunda localiza-se próximo às comissuras de onde se

origina, enquanto que o corpo pineal pode localizar-se nesta mesma região ou mais

superficialmente, dependendo da espécie considerada. No caso dos roedores, por

exemplo, a pineal é bem superficial, tendo migrado na direção dorso-caudal e uma

haste a comunica com a porção profunda (revisto por Simonneaux e Ribelayga, 2003).

Estruturalmente, a glândula pineal de mamíferos é composta por diversos tipos

celulares (revisto por Møller e Baeres, 2002). As células predominantes são as

neuroendócrinas, responsáveis pela produção de melatonina e denominadas de

pinealócitos. Essas células são derivadas a partir de linhagens neuronais na ontogênese

e correspondem a acerca de 80% da constituição da glândula pineal (Arendt, 1995;

Ekström e Meissl, 2003). Também estão presentes macrófagos e células gliais, mais

especificamente astroglia e microglia, sendo que esta última, assim como os

macrófagos, pode ter função fagocitária (Pedersen et al., 1993; Sato et al., 1996). Por fim,

a glândula pineal apresenta ainda células neuronais, responsáveis pela liberação de

diversas substâncias atuantes nos pinealócitos (Møller, 1997), com destaque para os
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neurônios simpáticos, que correspondem à principal inervação da glândula e a mais

importante funcionalmente (Kappers, 1960).

2.2.1. Inervação simpática

Estudos anatômicos demonstraram que as fibras simpáticas que inervam a pineal

são provenientes do gânglio cervical superior (Kappers, 1960). Suas terminações

nervosas apresentam vesículas granulares que contém o neurotransmissor

noradrenalina (Wolfe et al., 1962), e os neuromoduladores ATP (adenosina tri-fosfato)

(Mortani-Barbosa et al., 2000) e neuropeptídeo Y (NPY) (Schon et al., 1985). A

noradrenalina é o principal indutor da síntese de melatonina e sua liberação pelos

terminais simpáticos é regulada por uma via proveniente dos núcleos

supraquiasmáticos hipotalâmicos. Já o ATP atua via receptores purinérgicos P2Y1,

potenciando a síntese de melatonina induzida por noradrenalina (Ferreira et al., 1994,

2003). O NPY, por sua vez, parece exercer uma regulação na estimulação

noradrenérgica, atuando tanto pré-sinapticamente (Olcese, 1991; Mikkelsen e Møller,

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

2.2.2. Inervações não-adrenérgicas

Embora em menor densidade que a inervação simpática, a pineal também recebe

fibras nervosas provenientes de diversos locais, tais como do núcleo paraventricular

hipotalâmico (PVN), do folheto intergeniculado talâmico (IGL), do núcleo dorsal da rafe
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(Leander et al., 1999), das comissuras habenular e posterior, e até mesmo do gânglio

trigeminal (Reuss, 1999; revisto por Simonneaux e Ribelayga, 2003). As fibras

peptidérgicas são abundantes e todas essas inervações permitem que os pinealócitos

entrem em contato com uma grande variedade de substâncias, como ocitocina,

substância P, PACAP, CGRP (peptídeo relacionado ao gene da calcitonina), dopamina,

serotonina (5-HT), peptídeo intestinal vasoativo (VIP), vasopressina (VP), acetilcolina,

ácido gama-aminobutírico (GABA). A ação dessas substâncias geralmente está

relacionada a uma modulação da transmissão sináptica, não exercendo papel

isoladamente.

Um efeito colinérgico sobre a pineal também tem sido relatado. De modo geral,

esse efeito é tido como inibitório, embora o mecanismo de ação ainda não seja bem

compreendido. Essa inibição pode ocorrer tanto pré-sinapticamente (Drijfhout et al.,

1996) quanto diretamente nos pinealócitos, através da ativação de receptores

muscarínicos e nicotínicos (Stankov et al., 1993; Phansuwan-pujito et al., 1999; revisto

por Wessler et al., 1997).

A importância de outras inervações na pineal, que não a simpática, pode ser

exemplificada pelo relato de que um simples pulso de luz no meio da fase de escuro é

suficiente para reduzir drasticamente os níveis de melatonina. Acredita-se que esse

efeito inibitório imediato seja exercido pela inervação 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 fisiológico da glândula pineal

deve ser exercido por uma rede complexa de aferências neurais, com liberação dos mais
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variados neurotransmissores e neuromoduladores, cuja interação resulta no padrão

rítmico e bem sincronizado da produção de melatonina.

2.3. Síntese de melatonina pela glândula pineal

O controle neural da síntese de melatonina pela glândula pineal é exercido pelo

NSQ, sede do relógio biológico central, através de uma via polissináptica. Esta via

inicia-se na retina, onde ocorre a conversão da informação fótica em sinais neurais que,

por sua vez, são enviados pelo nervo óptico aos NSQ via trato retino-hipotalâmico. Os

NSQ projetam-se aos neurônios autônomos do PVN, havendo liberação do

neurotransmissor inibitório GABA sincronizadamente à presença de luz ambiental

(Kalsbeek et al., 2000). Portanto, é neste ponto que a via sinalizadora à síntese de

melatonina é inibida durante a fase de claro.

Na fase de escuro ambiental, a via prossegue dos neurônios do PVN à coluna

intermediolateral da medula espinal (Teclemariam-Mesbah et al., 1999), onde originam-

se os neurônios pré-ganglionares que se projetam ao gânglio cervical superior. Por fim,

os neurônios pós-ganglionares simpáticos inervam diretamente a pineal e há liberação

de noradrenalina pelos terminais nervosos no parênquima da glândula, resultando na

indução da produção de melatonina.
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2.3.1. Cascata de sinalização noradrenérgica

A noradrenalina liberada pelos terminais simpáticos na fase de escuro atua sobre

os adrenoceptores (Klein et al., 1983), principalmente do subtipo β1, que são receptores

acoplados à proteína G estimulatória (Gs). Quando ativados, as subunidades β e  da

proteína G se separam da α e, ainda na membrana plasmática, ativam a enzima adenilil

ciclase (AC), conversora de AMP (monofosfato de adenosina) em AMP cíclico (AMPc).

O aumento citoplasmático deste segundo mensageiro ativa a proteína quinase

dependente de AMPc (PKA), responsável pela fosforilação de diversas proteínas, dentre

as quais o fator de transcrição CREB (ciclic AMP response element-binding protein).

Quando fosforilado, este fator forma homodímeros e liga-se a um coativador, o CBP

(CREB-binding protein). Este complexo, por sua vez, liga-se a sequências de DNA

específicas presentes na região promotora do gene da enzima arilalquilamina-N-

acetiltransferase (AA-NAT) e induz sua transcrição, o que é essencial para completar a

via biossintética da melatonina (Baler et al., 1997).

Além dessas sinalizações, a via ainda pode ser potenciada pela ativação de

receptores -adrenérgicos, pela noradrenalina, e P2Y1 purinérgicos, pelo ATP liberado

pelos mesmos terminais simpáticos. Os adrenoceptores 1 são acoplados à proteína Gq,

ativadora da enzima fosfolipase C que, por uma sequência de eventos, induz aumento de cálcio

intracelular (Ca2+) e ativação da enzima quinase dependente de cálcio (PKC) (Tzavara et al.,

1996). Essas últimas etapas também são observadas após ativação receptores P2Y1 (Ferreira et

al., 2003) e a regulação positiva de PKC sobre a enzima adenilil ciclase converge com a

sinalização proveniente da ativação -adrenérgica, aumentando os níveis de AMPc e
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potenciando a via de sinalização necessária à transcrição de Aa-nat. Essas cascatas de

sinalização encontram-se esquematizadas na figura 3.

A síntese de melatonina é iniciada pelo aminoácido triptofano, capturado da

corrente sanguínea e hidroxilado a 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofano

hidroxilase. Em seguida, o 5-HTP é convertido a serotonina por uma descarboxilase de

aminoácidos aromáticos (AAAD). Por sua vez, a serotonina é acetilada pela enzima AA-

NAT à N-acetilserotonina (NAS), que é então 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 metabólicos como, por exemplo, de deaminação oxidativa pela enzima

monoaminoxidase (MAO). Essa reação origina o composto 5-hidroxindolacetaldeído,

que é imediatamente reduzido a 5-hidroxitriptofol ou a ácido 5-hidroxindolacético (5-

HIAA). A ausência da enzima AA-NAT na fase de claro ambiental favorece a

prevalência dessa via metabólica da serotonina (Simonneaux e Ribelayga, 2003).

A melatonina produzida e secretada pela pineal tem uma meia-vida curta na

corrente sanguínea, de 30 a 60 minutos, sendo rapidamente metabolizada no fígado

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 sinalização na biossíntese de melatonina em glândulas pineais de ratos. A

noradrenalina (NA) liberada noturnamente pelos terminais simpáticos ativa os receptores  e 

adrenérgicos. Os receptores  são acoplados à proteína G estimulatória (s) e sua ativação leva à

ativação da enzima adenilil ciclase (AC) pela subunidade  da proteína G. Isso resulta em um

aumento nos níveis intracelulares de AMP cíclico (AMPc), ativando PKA, que fosforila CREB,

que induz a expressão gênica da enzima AA-NAT (setas vermelhas). A ativação dos receptores

1-adrenérgicos e P2Y1 purinérgicos induz uma cascata de sinalização (setas verdes) que

culmina em aumento de cálcio intracelular e ativação de PKC, cujo efeito positivo sobre AC

potencia a cascata de sinalização iniciada pelos receptores . Após a tradução da enzima AA-

NAT, sua fosforilação por PKA e ligação à chaperona 14-3-3 estabilizam-a e a tornam ativa,

sendo uma enzima-chave para a produção rítmica de melatonina. A síntese de melatonina

encontra-se esquematizada no canto direito, iniciando com a captura do aminoácido triptofano

da circulação. A descrição das etapas e das enzimas envolvidas está detalhada no texto. (PLC =

fosfolipase C; IP3 = inositol trifosfato; setas tracejadas = simplificação de uma sequência de

eventos).
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2.3.2. Regulação transcricional e pós-traducional da enzima AA-NAT

Em mamíferos roedores, o caráter rítmico na produção de melatonina é conferido

pelo controle da expressão gênica de Aa-nat, descrito anteriormente e altamente

relacionado à sinalização noradrenérgica. Acredita-se que o término da síntese também

envolva uma regulação transcricional, mediada pelo fator inibitório ICER (inducible

cAMP early repressor) que se acumula ao longo da noite também por indução

noradrenérgica (Stehle et al., 1993).

Já em ungulados e primatas, o gene Aa-nat é transcrito continuamente ao longo

do dia, porém, a proteína é continuamente degradada por proteassomas. Na fase de

escuro, a cascata de sinalização noradrenérgica ativa a enzima PKA, que fosforila a

enzima AA-NAT e possibilita sua ligação a uma proteína chaperona 14-3-3. Com isso,

forma-se um complexo funcionalmente ativo e protegido contra ação proteassomal

durante o escuro ambiental (Schomerus et al., 2000).

Além do sítio responsivo ao fator de transcrição CREB/CBP, estudos

moleculares têm investigado outras sequências nucleotídicas presentes no promotor de

Aa-nat que complementam a regulação gênica da síntese de melatonina. Já foram

descritos os sítios gênicos exatos da região promotora que são responsivos ao AMPc,

revelando inclusive a presença de sítios intrônicos essenciais para uma ativação máxima

(Baler et al., 1997). De fato, os íntrons têm ganhado considerável atenção como

importantes sítios regulatórios de muitos genes, e outras sequências regulatórias

importantes já foram também encontradas no primeiro íntron de Aa-nat. É o caso das

sequências responsáveis por conferir especificidade tecidual à expressão desta enzima,
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de forma que somente a glândula pineal (e a retina, em alguns casos) manifeste este

ritmo circadiano de transcrição de Aa-nat (Baler et al., 1999).

Outros complexos regulatórios transcricionais também estão presentes nos

pinealócitos de roedores, embora suas funções exatas ainda não sejam bem

compreendidas. É o caso dos genes do relógio que, assim como nos NSQ, também se

expressam de forma rítmica. Apesar de o promotor do gene Aa-nat conter elementos E-

box em seu promotor, que são responsivos às proteínas do relógio, não foi observada

alteração na síntese de melatonina dependente destes fatores de transcrição nos

mamíferos (Chen e Baler, 2000). Outro complexo presente é o de AP-1 (activator protein-

1), formado por homo ou heterodímeros de membros da família FOS e JUN, incluindo

FRA-2 (FOS-related antigen 2). Este complexo apresenta variação circadiana, com níveis

aumentados no início 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 alterações nos níveis de cálcio e sua ligação à região

promotora de Aa-nat exibe um ritmo em oposição de fase ao de CREB, exercendo papel

inibitório no controle circadiano da síntese de melatonina, assim como o ICER (revisto

por Karolczak et al., 2005). Por fim, estudos iniciais indicam a possível presença de

sequências consenso responsivas ao fator NFKB nas regiões promotoras e intrônicas de

Aa-nat, cuja confirmação elucidará um importante mecanismo pelo qual NFKB modula

a síntese de melatonina (Markus et al., 2007).

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

de transcrição, bem como seus respectivos sítios responsivos e funções, vão sendo
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descobertos. De todo modo, o controle da transcrição gênica de Aa-nat parece ser o

resultado de um equilíbrio dinâmico entre diversas proteínas presentes.

3. Funções da melatonina

A melatonina é 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 estão relacionados à mudança na coloração da pele de anfíbios e à ações pró

ou anti-gonadotrófica, de acordo com a espécie considerada. A relação deste hormônio

com as alterações sazonais observadas no sistema reprodutor de alguns animais logo

revelou sua função cronobiótica, como sincronizadora dos ritmos biológicos às

variações ambientais.

Além disso, diversas outras funções são atribuídas à melatonina, tais como

antioxidante, oncostática, antienvelhecimento e imunomodulatória. Diversos são

também seus mecanismos de ação, podendo atuar através de receptores de membrana

acoplados à proteína G específicos (MT1 e MT2; revisto por Pandi-Perumal et al., 2006;

Markus e Tamura, 2009), ou interagir diretamente com proteínas citosólicas e nucleares

(Finocchiaro e Glikin, 1998), já que possui um alto coeficiente de partição óleo-água,

passando facilmente pelas membranas (Shida et al., 1994). Dentre as moléculas

intracelulares às quais a melatonina se liga estão a calmodulina, uma proteína

reguladora de diversas enzimas quinases, e receptores nucleares da família do ácido

retinóico (RORα1, RORα2, RZRα, RZR) (revisto por Hardeland, 2009). As respostas
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resultantes destas interações entre melatonina e proteínas intracelulares ainda são

objetos de estudo das pesquisas atuais.

3.1. Efeito cronobiótico

Em todos os mamíferos, seja de hábito diurno ou noturno, a melatonina é

encontrada na corrente sanguínea sinalizando a presença e a duração da fase de escuro

ambiental. Além de atuar diretamente em todas as células do organismo, também

exerce seu efeito cronobiótico sobre o próprio NSQ, contribuindo com a sincronização

do relógio biológico (revisto por Pévet et al., 2002). Além de modular as alterações

sazonais relacionadas à reprodução, também regula a manifestação de outros ritmos,

como o de atividade/repouso e de alterações circadianas e/ou sazonais observadas no

sistema imune, tais como a proliferação celular na medula óssea e no sistema linfóide

(Haus et al., 1983). Em humanos, uma produção dessincronizada de melatonina tem

sido relacionada a distúrbios como insônia e mal-estar causados por trabalho noturno

ou pelo efeito “jet-lag”, referente à adaptação a um novo fuso horário em viagens trans-

meridionais. O tratamento com administração de melatonina exógena 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 regeneração dessas enzimas pelos processos redox. A

melatonina atende os pré-requisitos necessários para ser considerada um potente

agente antioxidante, pois além de seu próprio efeito, os produtos que gera em sua

cadeia oxidativa são tão ou mais antioxidantes quanto ela. Os compostos AFMK (N1-

acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina) e AMK (N1-acetil-5-metoxiquinuramina),

capazes de reagir com espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, são os principais

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

3.3. Ações imunomodulatória, oncostática e antienvelhecimento

A propriedade imunomodulatória da melatonina tem sido uma de suas funções

mais estudadas nos últimos anos. Além de sua função cronobiótica sobre o sistema

imune, a administração exógena e a sua produção extra-pineal também modulam os

componentes desse sistema. A produção extra-pineal de melatonina ocorre em situações

especiais, como na vigência de um quadro inflamatório, 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), timócitos, linfócitos,

macrófagos e endoteliais (revisto por Kvetnoy, 1999; Conti et al., 2000). Nestas

condições, são produzidas grandes quantidades de melatonina, na faixa de M a mM,
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contrastando com a produção pineal, que ocorre na faixa de nM. Estudos realizados

com altas concentrações de melatonina, de origem extra-pineal ou exógena, revelaram

diversas modulações na resposta imune (revisto por Carrillo-Vico et al., 2005), tais como

aumento da proliferação de linfócitos-T, da apresentação de antígenos pelos macrófagos

e da atividade fagocitária destes (Pontes et al., 2006); aumento na atividade de células do

sistema linfóide, do baço e da medula óssea; estimulação da síntese de algumas

citocinas, como IL-2, IFN- e IL-6 (revisto por Miller et al., 2006) e regulação da síntese

de óxido nítrico pelas células endoteliais (Tamura et al., 2009). Por outro lado, a

melatonina em concentrações compatíveis às encontradas no plasma em seu pico

noturno parece exercer um efeito antiinflamatório, interferindo no processo de

migração celular por inibir o rolamento e adesão 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 produção e da quantidade

produzida, não podendo ser caracterizada como um hormônio exclusivamente pró ou

anti-inflamatório.

Já a sua ação oncostática está relacionada a suas propriedades anti-proliferativa e

anti-angiogênica (Lissoni et al., 2001; Blask et al., 2005), provavelmente resultantes de

seus efeitos imunomodulatórios. Essas características da melatonina têm sido estudadas

mais a fundo em pesquisas que defendem a utilização dessa molécula como

coadjuvante no tratamento de diversos tipos de câncer humanos (Vijayalaxmi et al.,

2002; Anisimov et al., 2006; Jung e Ahmad, 2006).

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

seus efeitos antioxidantes, uma vez em que o estresse oxidativo é uma das principais
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causas dos danos moleculares que levam à degeneração celular e à disfunção sistêmica

(Poeggeler, 2005). Muitos trabalhos relatam que os níveis de melatonina decaem de 20%

a 80% com o avançar 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 doenças relacionadas ao envelhecimento (Wu et al., 2003). De fato, a reposição

hormonal de melatonina tem-se mostrado efetiva em amenizar os déficits cognitivos e

em diminuir a expressão de marcadores neurotóxicos em modelos animais e em

pacientes com a doença 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 funções, e

cujos estudos poderão levar à sua aplicação clínica de uma forma mais padronizada e

consistente do que é verificado hoje em dia.

4. Eixo imune-pineal

A percepção da interação entre a melatonina e o sistema imune data da década

de 1970, com os experimentos que buscavam compreender a função da pineal através

de sua extirpação em animais em desenvolvimento. Essas primeiras observações

revelaram que órgãos como o timo e glândula adrenal eram os mais afetados em

decorrência da pinealectomia cirúrgica (Vaughan e Reiter, 1971; Csaba e Baráth, 1975).

De fato, uma grande quantidade de estudos posteriores confirmou o papel

imunomodulatório da melatonina (como descrito anteriormente), mas poucos
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investigaram a modulação da atividade da pineal em decorrência da ativação do

sistema imunológico. A existência dessa modulação foi primeiramente sugerida em um

estudo de inflamação crônica em camundongos.

A injeção de BCG (Bacilo Calmette-Guerin) na pata de camundongos gera um

inchaço local cujo tamanho varia de forma rítmica 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 extirpação da glândula pineal

aboliu o ritmo de variação espessura da pata, enquanto que a reposição de melatonina

na água de beber noturna desses animais foi suficiente para restaurá-lo (Lopes et al.,

1997). Foi demonstrado, ainda, que a adrenalectomia (extirpação da glândula adrenal)

também abolia o ritmo da espessura da pata e que esse efeito era decorrente de uma

diminuição nos níveis circulantes de melatonina (Lopes et al., 2001). Tais resultados

induziram ao questionamento sobre a existência de um efeito de substâncias envolvidas

em um processo inflamatório sobre a pineal.

A existência de uma comunicação entre as glândulas adrenal e pineal na

condição de inflamação foi confirmada e estudos posteriores demonstraram que a

corticosterona é capaz de potenciar a síntese de melatonina pela glândula pineal, tanto

in vitro quanto in vivo. (Ferreira et al., 2005; Fernandes et al., 2009). O aumento nos níveis

circulantes de corticosterona em decorrência de estresse moderado também potencia a

síntese de melatonina (Couto-Moraes et al., 2009).

A resposividade da glândula pineal a outras substâncias envolvidas na resposta

inflamatória também foi investigada. A incubação com TNF, uma citocina pró-

inflamatória, gera uma supressão da produção de melatonina por inibição da expressão
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gênica da enzima-chave AA-NAT (Fernandes et al., 2006). Esse efeito inibitório de TNF

foi corroborado in vivo com um modelo de inflamação em humanos. Mulheres que

desenvolveram mastite, um processo inflamatório não infeccioso causado pela sucção

durante a amamentação, apresentaram altos níveis circulantes de TNF e abolição do

ritmo diário de melatonina, sendo este ritmo restaurado somente após a resolução da

inflamação, quando os níveis da citocina são zerados (Pontes et al., 2006). Dessa forma,

substâncias anti e pró-inflamatórias (corticosterona e TNF, respectivamente)

apresentam efeitos antagônicos quanto à modulação da atividade biossintética da

glândula pineal.

Outros autores já admitiam a hipótese de a glândula pineal receber sinalizações

periféricas provenientes do sistema imunológico (Skwarlo-Sonta, 1996, 2003; Tsai et al.,

2001), alegando que isso constituiria um mecanismo de retroalimentação relevante para

a manutenção da homeostase, já que a melatonina exerce importante papel modulatório

nas células imunocompetentes. Entretanto, a análise conjunta dos dados obtidos por

nosso grupo permitiu uma compreensão mais profunda a acerca dessa relação entre a

pineal e o sistema imunológico, acarretando no desenvolvimento do conceito de “eixo

imune-pineal” (Markus et al., 2007). As ações antagônicas entre TNF e corticosterona,

foram as bases iniciais para a compreensão desta relação.

No início da montagem da resposta imune inata, os altos níveis de TNF

produzidos inibem a síntese de melatonina pela pineal. Vale lembrar que, um dos

efeitos imunomodulatórios da melatonina em concentrações fisiológicas é o de inibir o

rolamento e a adesão de leucócitos sobre a camada endotelial, limitando a migração

celular (Lotufo et al., 2001, 2006). Portanto, a inibição transiente de melatonina circulante
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na circunstância de uma inflamação pode ser benéfica no sentido de permitir uma

ativação mais eficaz do sistema imune. Concomitantemente, as células

imunocompetentes ativadas passam a produzir melatonina em altas concentrações no

local, o que auxilia na proliferação, atividade fagocitária e apresentação de antígenos

por essas células (comentado anteriormente no item 3.3). Já na fase antiinflamatória da

resposta e com a resolução da inflamação, a síntese pineal de melatonina é restaurada.

Isso ocorre tanto pela diminuição na concentração dos fatores inibitórios, quanto pelo

aumento da corticosterona circulante, que potencia a atividade biossintética da pineal.

Assim, em condições de ativação do sistema imunológico, o mecanismo clássico

de regulação da glândula pineal pela informação fótica ambiental deixa de ser

predominante e possibilita que a melatonina seja produzida em concentrações e em

locais condizentes com as necessidades do organismo.

Novos estudos vêm sendo desenvolvidos para fortalecer esse conceito. A

glândula pineal tem sido amplamente caracterizada quanto aos mecanismos que a torna

responsível às substâncias envolvidas na resposta inflamatória. Na membrana dos

pinealócitos já foram detectados receptores para TNF (TNFR1) (Sousa et al., 2009), para

LPS (TLR4) (Armelin, 2009) e para glicocorticóides (GR) (Ferreira et al., 2005), o que

demonstra a capacidade dessas células em responder diretamente a estas substâncias.



Introdução | 57

5. NFKB e a glândula pineal

Conforme já mencionado, a via NFKB é central na mediação dos efeitos

modulatórios do sistema imune sobre a atividade da pineal, sendo que sua indução por

TNF causa uma inibição na síntese de melatonina, enquanto que o bloqueio da sua

translocação nuclear ou da sua ligação ao DNA por corticosterona potencia a atividade

biossintética da pineal (Ferreira et al., 2005; Fernandes et al., 2006). Dessa forma, a

presença da via NFKB nos pinealócitos constitui um elo essencial entre o sistema imune

e a modulação da síntese de melatonina.

A constatação desta importante capacidade de NFKB em mediar os mecanismos

modulatórios da síntese de melatonina levou ao questionamento da importância dessa

via para a glândula pineal em situações fisiológicas. Além disso, o primeiro trabalho

demonstrando a presença da via NFKB em pineais detectou que mesmo as glândulas

que não receberam nenhum tratamento também apresentavam níveis quantificáveis de

NFKB nuclear, indicando sua ativação constitutiva (Ferreira et al., 2005).

O número crescente de relatos indicando a importância fisiológica de NFKB nos

mais diversos tipos celulares, aliado à capacidade efetiva deste fator em modular a

síntese de melatonina, foram as bases que nortearam a pesquisa realizada na presente

dissertação. A compreensão dos aspectos fisiológicos desta via na pineal é essencial ao

entendimento dos mecanismos modulatórios sofridos na vigência de uma resposta

imune, bem como à identificação de novos componentes moleculares envolvidos no

controle da síntese basal de melatonina.
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OBJETIVOS
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II. OBJETIVOS

O objetivo geral foi caracterizar, em condições fisiológicas, o fator de transcrição

NFKB em glândulas pineais de rato. Para isso, foram analisados:

 o padrão de translocação nuclear do fator NFKB em glândulas pineais ao longo

do dia;

 as subunidades que compõem o complexo NFKB na pineal;

 a relação entre a translocação nuclear de NFKB e a informação fotoperiódica;

 a influência de vias humorais e neurais que atingem a pineal sobre o ritmo de

ativação deste fator de transcrição.
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III. MATERIAL E MÉTODOS

1. Animais

Em todos os experimentos foram utilizados ratos (Rattus novergicus) machos, da

linhagem Wistar, pesando entre 180 e 210g, criados no biotério do Instituto de

Biociências – USP, com matrizes procedentes do biotério central da Universidade

Federal do Estado de São Paulo (UNIFESP). Os animais foram mantidos com água e

ração ad libitum, em ciclo claro/escuro 12/12 h (luzes acesas 07h00 – 19h00; luzes

apagadas 19h00 – 07h00), ou conforme especificado nos protocolos experimentais,

sendo que o horário de acender as luzes corresponde ao Zeitgeber Time 0 (ZT 0). Na fase

de claro, lâmpadas fluorescentes proviam cerca de 200 lux às gaiolas. Experimentos

realizados no escuro foram feitos sob luz vermelha (red safe light filter Kodak 1A, cat.

1521517; Rochester, NY, USA), de intensidade menor que 0,1 lux.

Em todos os experimentos os animais foram sacrificados por decapitação sem a

admnistração de anestésicos e as glândulas pineais foram imediatamente colocadas em

cultura ou armazenadas a -80°C. Em alguns casos, o sangue do animal também foi

coletado para dosagens hormonais.

Todos os procedimentos animais foram previamente aprovados pelo Comitê de

Ética do Instituto de Biociência da USP (nº de licença 047/2007).
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1.1. Animais em livre-curso

Grupos de animais foram mantidos em condição de escuro constante para a

realização dos experimentos com animais em livre-curso, ou seja, que expressam seus

ritmos com períodos endógenos, não sincronizados à informação fótica ambiental. Cada

animal foi mantido isoladamente em uma gaiola permanecendo por 10 dias sob a

condição de claro/escuro 12/12h. As caixas foram então transferidas para uma sala

escura (equipada com luz vermelha e à prova de som), na qual permaneceram por cerca

de 20 dias. A limpeza das caixas e reposição de água e comida foram feitas em horários

aleatórios, sob luz vermelha.

O período endógeno (tau) dos ritmos circadianos de cada animal foi determinado

com base no ritmo de atividade/repouso. Este, por sua vez, foi aferido indiretamente

através do registro da ingestão líquida dos animais (Moraes et al., 1997). A caixa de cada

animal apresenta dois eletrodos: um localizado na garrafa de água e outro em uma

plataforma no piso da caixa, na mesma direção da garrafa. As grades das caixas são

altas, de modo que o animal tenha que ficar na posição ereta para beber água. Dessa

forma, a cada ingestão líquida o animal necessariamente faz contato simultâneo com o

eletrodo da plataforma (onde pisa) e o da garrafa de água, fechando o circuito elétrico e

emitindo um sinal registrado em computador (aparato esquematizado na figura 4A). Os

registros foram utilizados para a construção de actogramas (registro do ritmo de

atividade/repouso) para cada animal, o que permitiu calcular o horário circadiano em

que estavam (Circadian Time – CT, sendo CT 12 definido como o horário do início da

fase de atividade do animal). Um actograma representativo consta na figura 4B, na qual

pode ser observada a fase inicial, em que os animais ainda são mantidos em ciclo
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claro/escuro (fig. 4B, C/E) para adaptação à condição de isolamento; uma fase

transiente, nos primeiros dias sob a condição de escuro constante, em que ainda não há

uma diferenciação nítida da fase de atividade e de repouso; e, por fim, a situação de

livre-curso, em que o ritmo de atividade/repouso é facilmente visualizado e manifesta-

se com o período endógeno do animal, que é ligeiramente maior que 24h, o que implica

em o horário de início da atividade ser um pouco mais tarde a cada dia (fig. 4B, barra

em diagonal). Os cálculos foram realizados pelo programa computacional para

cronobiologia “El Temps” (A. Díez-Noguera, University of Barcelona, 1999; www.el-

temps.com).

Figura 4 – A) Aparato utilizado para registrar a ingestão líquida de cada animal. B) Exemplo de

actograma de um único animal construído a partir dos registros da ingestão líquida. A seta

indica o momento em que os animais foram transferidos do ciclo claro/escuro (C/E) 12h/12h

(barra superior) para a condição de escuro constante (E/E; barra inferior). Os termos

“transiente” e “livre-curso” estão explicados no texto.

www.el-
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2. Drogas e reagentes

As drogas e reagentes utilizados estão listados a seguir, de acordo com a

procedência.

 Amershan Bioscences (Buckinghamshire, Reino Unido): poli(dIdC) double strand.

 Bio-Rad (Richmond, CA, EUA): acrilamida.

 Calbiochem (Darmstadt, Alemanha): NP40 (Nonidet-P40)

 GE Healthcare (Buckinghamshire, Reino Unido): coluna microSpin Sefadex G-25.

 Gibco BRL (Grand Island, NY, EUA): estreptomicina, glutamina, penicilina.

 Invitrogem Life Technology (Carlsbad, CA, EUA): ditiotreitol (DTT), fluoreto de

fenilmetilsulfonil (PMSF), T4 polinucleotídeo quinase.

 Perkin Elmer (Boston, MA, EUA): Easy Tides® Adenosine 5’- triphosphate, [-32P].

 Promega (Madison, WI, EUA): oligonucletotídeo consenso para NFKB (5’-

AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’).

 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA): anticorpos para as subunidades

de NFKB p50 (C-19)X; p65 (C-20)X, p52 (K-27)X, c-REL (N)X.

 Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA): noradrenalina [(-) arterenol bitratate salt];

meio de cultura BGJb; melatonina; suramina, propranolol, prazosin, glicerol,

bisacrilamida (N,N’-methylenebisacrylamide).

Os demais reagentes utilizados apresentavam grau de pureza analítico.
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2.1. Preparo das drogas

O meio de cultura BGJb foi diluído em água deionizada, conforme instruções do

fabricante, e foi adicionado HEPES (0,24 %), albumina bocina (1 mg/mL), glutamina

(1%) e antibiótico (estreptomicina e penicilina, 1%).

A noradrenalina foi diluída em ácido clorídrico 0,01 M para o preparo de uma

solução estoque (10 mM). As diluições seguintes foram feitas em solução aquosa de

ácido ascórbico (50 mg/l).

Propranolol foi diluído em solução salina (0,9% NaCl) a uma concentração de 20

mg/mL; prazosin foi diluído em solução salina contendo 0,5% de etanol a 1mg/mL e

suramina foi diluída em solução salina a 50 mg/mL. Todas essas soluções, inclusive a

solução veículo (salina), foram administradas aos animais intraperitonealmente, em

volume proporcional ao peso do animal (l de droga = mg de peso).

A solução estoque de melatonina foi feita com etanol (10 mM em etanol 10%) e as

diluições seguintes em água deionizada.

As demais drogas utilizadas e listadas anteriormente foram, quando necessário,

diluídas em água deionizada purificada por sistema Milli-Q (Millipore ).

3. Cultura de Glândulas Pineais

Glândulas pineais recém retiradas dos animais foram cultivadas em placas de

cultura de 24 poços (TPP) contendo 200µl de meio de cultura BGJb, pH7,4, acrescido

de glutamina (2 mM), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 g/mL) e mantidas

à 37º C em uma atmosfera saturada de carbogênio (95% O2 - 5% CO2). Após o
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tratamento em cultura, as glândulas pineais foram imediatamente armazenadas a -80ºC

para posterior dosagem de NFKB nuclear.

4. Tratamentos in vitro

Para análise do efeito de diferentes substâncias sobre a translocação nuclear de

NFKB, glândulas pineais foram retiradas de animais sacrificados ao final da fase de

claro (ZT 12), e foram imediatamente colocadas em cultura, conforme as condições

descritas no item 5. Após um período de 30 minutos para estabilização das glândulas na

condição de cultura, foi acrescentado meio de cultura contendo as substâncias cujo

efeito sobre a pineal foi testado. Essas substâncias foram: noradrenalina (100 nM, de 30

seg a 15 min) e melatonina (1 mM, 3h), ambas em 200 l de meio. Ao final dos

tratamentos, as glândulas foram coletadas e processadas para análise de NFKB.

5. Tratamentos in vivo

Para avaliar o efeito de diferentes neurotransmissores sobre a translocação

nuclear de NFKB, grupos de animais foram tratados com antagonistas de receptores

dos tipos -adrenérgico (propranolol, 20 mg/Kg), -adrenérgico (prazosin, 1 mg/Kg) e

P2 purinérgico (suramina, 100 mg/Kg). Todas as drogas foram diluídas em salina e

administradas por injeção intraperitoneal, uma hora antes do início da fase de escuro

(ZT 11). Animais controle receberam injeção de salina, seguindo o mesmo protocolo de

administração. Os grupos de animais foram sacrificados nas fases de claro e de escuro,

em torno do ZT 12, ou seja, imediatamente antes ou imediatamente após o apagar das

luzes. No caso do propranolol, também foram realizados experimentos utilizando
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protocolo de duas injeções deste antagonista, administradas em dois dias consecutivos

no mesmo horário (ZT 11). Os animais injetados com propranolol ou salina foram

sacrificados nos horários correspondentes ao ZT 9 (fase de claro) e ZT 18 (meio da fase

de escuro).

6. Extração de proteína nuclear

Para a extração de proteína nuclear total, as glândulas pineais foram

homogeneizadas individualmente em 100 l de tampão de lise (HEPES 10 mM, KCl 10

mM, EDTA 0,1 mM pH 8,0, glicerol 10%, DTT 1 mM e PMSF 0,1 mM) com auxílio de

um homogenizador e pistilo para tubo plástico de 1,5 mL de volume. Em seguida,

foram adicionados 12,5 l de NP40 (10%), um composto detergente para auxiliar no

processo de lise. Após breve agitação em vórtex e incubação em gelo por 15 minutos, as

amostras foram centrifugadas (12000 x g; 1 min; 4 C) e o sobrenadante foi descartado.

O pellet foi ressuspenso em 50 l do mesmo tampão de lise e seguiu-se uma nova

centrifugação (12000 x g; 1 min; 4 C). Novamente o sobrenadante foi descartado e as

amostras foram ressuspensas em 20 l de tampão de extração nuclear (HEPES 10 mM,

KCl 0,5 M, EDTA 1 mM pH 8,0; glicerol 10%, DTT 1 mM e PMSF 0,1 mM). Após

incubação de 15 minutos em gelo, sob agitação, as amostras foram centrifugadas (20000

x g; 5 min; 4C) e o sobrenadante contendo o extrato protéico nuclear foi transferido

para um novo tubo e armazenado a -20C. O conteúdo de proteína foi quantificado pelo

espectrofotômetro Nanodrop a 280 nm (Uniscience, São Paulo, Brasil).
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7. Ensaio de Eletromobilidade em Gel (EMSA ou Gel-Shift) e Super-

Shift

Este ensaio foi utilizado para análise do conteúdo nuclear de NFKB em glândulas

pineais. Os extratos de proteína (4 – 8 g) foram primeiramente incubados com tampão

de ensaio (Tris-HCl 10 mM pH 7,5, MgCl2 1 mM, NaCl 50 mM, DTT 0,5 mM, EDTA 0,5

mM pH 8,0, 4% glicerol e 1 g de poli(dIdC) por 20 minutos à temperatura ambiente, e

em seguida adicionou-se 1 l de uma sonda de oligonucleotídeo dupla-fita

correspondente ao consenso para NFKB (5’-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’)

marcada radioativamente. Essa marcação foi realizada pela incubação do

oligonucleotídeo com a enzima T4 polinucleotídeo quinase (10 U) e 1 l de [32P]-ATP

por 10 min à 37C. A enzima substitui os fósforos do oligonucleotídeo por fósforo

radioativo e o que não foi incorporado é removido por uma coluna de Sefadex G-25. Os

extratos ficam incubados com a sonda (cerca de 40.000 c.p.m.) por 30min à temperatura

ambiente. Em seguida, foram adicionados 2 l de tampão de corrida (Tris HCl 250 mM

pH 7,5, 4% glicerol e azul de bromo-fenol 0,2%, este presente somente no controle

negativo para acompanhar a corrida) e as amostras foram aplicadas em gel de

poliacrilamida não-desnaturante, 6% de acrilamida:bisacrilamida (37,5:1). Após a

eletroforese (a 150 V, 1h30min) em tampão 0,25x de Tris-borato/EDTA (TBE), o gel é

seco a vácuo (Gel Dryer Vacuum System – Fisher Biotech, Wembley, Austrália), exposto

ao filme XAR-5 (Kodak – Rochester, NY, EUA) em um cassete, que fica por 48h a -70C.

Após esse período, o filme é revelado por imersão em solução reveladora (Kodak; 10

min) e fixadora (Kodak; 5 min) e os complexos de proteína-DNA podem ser

visualizados e quantificados densitometricamente.



Material e Métodos | 69

A especificidade da sonda utilizada foi testada em ensaio de competição, com a

adição de concentrações crescentes do oligonucleotídeo não marcado radioativamente

(oligo frio, fig. 5). Tanto o complexo C1 quanto o C2 de proteína-DNA gradualmente

desaparecem conforme aumenta o excesso da sonda fria, indicando especificidade do

complexo à sequência nucleotídica utilizada. O complexo C1 parece ser mais específico

quanto a ligação à sonda do que C2, já que mesmo nas condições de excesso de oligo

frio C2 ainda aparece ligado à sonda radioativa.

0 20x   40x 100x

C 1

C 2

sonda livre

Excesso molar de oligo frio

Figura 5 – Gel-shift de extratos protéicos nucleares de glândulas pineais na ausência (0) ou

presença de excesso de oligonucleotídeo frio, ou seja, não-marcado radioativamente (excesso

molar de 20x, 40x ou 100x com relação ao oligonucleotídeo radioativo). Sonda livre =

oligonucleotídeo marcado que não formou complexos protéicos e, por isso, não teve sua

mobilidade retardada no gel.
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Para os ensaios de Super-Shift, o mesmo protocolo foi seguido, com a inclusão de

uma etapa de incubação dos extratos protéicos com anticorpos específicos para as

subunidades de NFKB (2 g/l, 2 l por amostra). Esta incubação foi de 20 min, à

temperatura ambiente, antes da incubação com o tampão de ensaio, e as demais etapas

seguiram sem alterações.

8. Dosagem de melatonina plasmática

O conteúdo de melatonina plasmática foi determinado a partir do sangue

coletado dos animais no momento da decapitação, em tubos heparinizados. As

dosagens foram realizadas pelo método de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay)

utilizando-se kits comerciais (Genway Biotech Inc, San Diego, CA, EUA). Este ensaio

baseia-se na competição entre a melatonina das amostras e melatonina biotinilada pelo

anticorpo específico presente na placa. A quantidade de melatonina biotinilada ligada

ao anticorpo é determinada pela adição de um anticorpo anti-biotina acoplado a uma

enzima fosfatase alcalina, cuja atividade forma um produto colorimétrico, detectado por

espectrofotômetro a 405 nm (SpectraMax 250, Molecular Devices, CA, EUA). A

quantidade de melatonina biotinilada presente (ou seja, a quantidade de produto da

fosfatase formado) é inversamente proporcional à quantidade de melatonina presente

nas amostras. A quantificação das amostras é realizada por interpolação dos valores em

uma curva-padrão. O limite de detecção de kit é de 1,6 pg/mL.
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9. Dosagem de corticosterona plasmática

O conteúdo de corticosterona presente no plasma dos animais foi dosado por

radioimunoensaio (RIA) através de kit comercial (ImmuChem, MP Biomedicals, NY,

EUA). Este ensaio baseia-se na competição entre a corticosterona das amostras e

corticosterona marcada radioativamente (125I) pelo anticorpo específico, de modo que

quanto mais corticosterona na amostra, menor será sua dosagem radioativa. Os valores

são obtidos pela interpolação da quantificação radioativa em uma curva-padrão. O

limite de detecção do kit é de 7,7 ng/mL.

10. Análise dos resultados

Os resultados estão apresentados como média dos valores amostrais

acompanhados dos respectivos erros padrão (e.p.m.). As médias foram obtidas a partir

de, no mínimo, 3 (três) amostras em cada grupo experimental. A comparação entre duas

médias foi feita pelo teste t de student, enquanto que a comparação entre mais de duas

médias foi realizada por análise de variância (ANOVA) seguida do teste de Newman-

Keuls. Os grupos foram considerados significativamente diferentes para probabilidades

de erro menores que 5% (p < 0,05). Todas as análises foram feitas utilizando-se o

programa de computador GraphPad Prism versão 4.00 (GraphPad Software).
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RESULTADOS
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IV. RESULTADOS

1. Ativação constitutiva de NFKB na glândula pineal

Inicialmente, foram realizados ensaios de super-shift para a identificação das

subunidades de NFKB presentes no núcleo dos pinealócitos, em glândulas recém

retiradas de animais hígidos. A ativação constitutiva de NFKB foi investigada

analisando-se o conteúdo de NFKB nuclear em glândulas pineais obtidas em diferentes

horários ao longo do dia. Assim que retiradas, as glândulas foram imediatamente

congeladas para posterior extração de proteína total e ensaio de gel-shift.

1.1. Identificação das subunidades de NFKB presentes

Os complexos observados no EMSA foram analisados na presença de anticorpos

específicos para cada subunidade da família NFKB (Super-shift). Quando há a ligação

do anticorpo à subunidade de NFKB, forma-se um complexo anticorpo-proteína-DNA,

o que causa um retardo ainda maior na migração no gel. Como observado na figura 6,

esse retardo maior foi obtido somente na presença do anticorpo para a subunidade p50.

Pelo fato do NFKB atuar no núcleo sempre sob a forma de homo- ou heterodímeros,

conclui-se que o complexo 1 refere-se a homodímeros de p50.



Resultados | 74

Complexo 1

Complexo 2

Figura 6 – Expressão das subunidades de NFKB nuclear em glândulas pineais, detectada por

gel-shift na ausência (controles) ou na presença (Super-shift) de anticorpos específicos contra as

subunidades que constituem a família do NFKB (p50 – linha 2 e 6; p65 – linha 4 e 6; p52 – linha

8; cRel – linha 10; controle negativo = ausência de extrato protéico).

Apesar de haver uma aparente modificação no padrão de corrida na presença de

anticorpo para a subunidade p52 (fig.6 – linha 8), isso não se repetiu em ensaios

posteriores, o que indica tratar-se de um artefato deste gel, especificamente. A ausência

de um efeito nítido dos anticorpos sobre o complexo 2 em experimentos repetitivos

levou-nos a considerá-lo como inespecífico.

Os resultados apresentados de agora em diante referem-se exclusivamente à

análise do complexo 1, ou seja, dos níveis de p50:p50 encontrados no núcleo das

glândulas pineais nas diferentes condições ou tratamentos.
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1.2. Variação rítmica no conteúdo nuclear de NFKB

Foi previamente observada uma diferença significativa entre o conteúdo nuclear

de NFKB de glândulas retiradas dos animais na fase de claro e de glândulas retiradas

na fase de escuro. Para comprovar essa observação, foi realizada uma análise temporal

da ativação constitutiva de NFKB.

A análise do conteúdo de NFKB nuclear presente em glândulas pineais retiradas

a cada 3 horas ao longo do dia revelou a existência de um ritmo na translocação nuclear

deste fator (fig. 7).

Figura 7 – Ritmo no conteúdo nuclear de NFKB de glândulas pineais, obtidas de ratos

mantidos em ciclo claro/escuro 12h00/12h00 e sacrificados a cada três horas ao longo do dia.

Acima do gráfico estão os complexos formados no EMSA, representativos de cada ponto da

curva. O gráfico refere-se à média ± e.p.m. de 4 a 12 glândulas por ponto (a ≠ b ≠ c; p<0,05 por

ANOVA, seguida de Newman-Keuls; u.a. = unidades arbitrárias).
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Durante a fase de claro ambiental, os níveis de NFKB elevam-se de forma

crescente até atingir o pico máximo, próximo de ZT 12. Assim que se inicia a fase de

escuro, nos primeiros minutos de ZT 12, ocorre uma queda abrupta no conteúdo de

NFKB nuclear. Os níveis de NFKB são mantidos relativamente baixos durante toda a

fase de escuro, até que se reinicie um novo ciclo.

2. Regulação da ativação constitutiva de NFKB pelo ciclo claro/escuro

A observação de que há uma translocação ao núcleo diferencial de NFKB

dependendo da fase do dia analisada levou à investigação de quais seriam os

mecanismos atuantes no controle deste ritmo, em especial na fase de transição

claro/escuro ambiental. Para isso, os primeiros experimentos realizados foram de

manipulação da condição de luminosidade nas quais os animais são mantidos.

2.1. Efeito da transição claro/escuro sobre o ritmo de NFKB

Para testar a importância da transição claro/escuro na manutenção do ritmo de

NFKB, foram utilizados animais mantidos em ciclo claro/escuro 12h/12h (apagar das

luzes em ZT 12), porém, no dia experimental, alguns grupos permaneceram com as

luzes acesas além do ZT 12, até o horário do sacrifício (ZT 12, ZT 15 ou ZT 18). Os

grupos controles referem-se a animais mantidos em ciclo claro/escuro 12h/12h e

sacrificados no ZT 12, tanto no fim da fase de claro quanto no início da fase de escuro

(fig. 8).
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Figura 8 – A redução nos níveis de NFKB é dependente do início da fase de escuro. A) Gel-

shift representativo de NFKB nuclear de glândulas retiradas no ZT 12, tanto na fase de claro

quanto na de escuro, e em ZT 12, 15 e 18 de animais mantidos em claro no dia experimental. B)

Quantificação densitométrica de A, com média ± e.p.m. C) Comparação entre glândulas

retiradas no ZT 18 de animais mantidos no claro no dia experimental (claro) e animais mantidos

em claro/escuro 12h00/12h00 (escuro). Os números amostrais de cada grupo consta dentro das

barras; u.a. = unidades arbitrárias. Análise estatística por ANOVA seguida de Newman-Keuls

em B e por teste t de student em C.

Conforme esperado, a diferença no conteúdo nuclear de NFKB entre glândulas

de ZT 12 retiradas no claro e no escuro foi mantida. Já nas glândulas provenientes dos

animais que permaneceram com a luz acesa até ZT 12, ZT 15 ou ZT 18, a redução de

NFKB nuclear não ocorreu (fig. 8A e 8B). Para certificar que a manutenção de altos

níveis de NFKB nuclear nestes grupos era somente devido à manipulação da
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informação fótica, e não devido a algum fator estressante no ambiente, um grupo de

animais mantidos em ciclo claro/escuro 12h/12h foi sacrificado ao final do experimento

no ZT 18, no escuro, e comprovou-se a diferença existente entre essas glândulas e as

retiradas no mesmo ZT, porém no claro (fig. 8C).

2.2. NFKB em glândulas pineais de animais em livre-curso

O conteúdo de NFKB de glândulas pineais obtidas de animais mantidos em

condição de escuro constante foi avaliado com o intuito de verificar se o ritmo na

translocação de NFKB seria um legítimo ritmo circadiano (endógeno, controlado pelo

relógio biológico) ou um efeito decorrente da sinalização da informação fótica ambietal

que atinge a pineal. Em escuro constante o animal encontra-se em livre-curso, ou seja,

seus ritmos endógenos são manifestados sem a sincronização aos ciclos ambientais,

apresentando período levemente diferente de 24h. A determinação do horário

circadiano de cada animal é feita analisando-se o período do seu ritmo de

atividade/repouso (como detalhado em material e métodos). Sabendo a duração do dia

subjetivo de cada animal, sabemos também a duração de cada hora subjetiva e podemos

identificar em qual ponto do ritmo endógeno o animal está. O ponto de início dos

cálculos é sempre o CT 12, que corresponde ao momento do início da fase de atividade

de cada animal, já que se trata de roedores de hábito noturno.

A mesma análise temporal do NFKB nuclear apresentada na figura 7 foi

realizada com esses animais, coletando as glândulas a cada 3 horas circadianas (fig. 9).
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Noite subjetivaDia subjetivo

Figura 9 – Análise temporal do conteúdo nuclear de NFKB em glândulas pineais de animais

mantidos em escuro constante. Valores representam média ± e.p.m. de 3 a 6 glândulas por

ponto; análise estatística por ANOVA seguida de Newman-Keuls (a ≠ b, p < 0,05).

Nesta condição de livre-curso, o ritmo de NFKB foi abolido, não havendo

diferença estatística significativa entre os pontos. Entretanto, nota-se a persistência da

queda no conteúdo nuclear de NFKB no CT 12, com valores significativamente

diferentes dos CT 9, 15 e 21. Já a manutenção dos baixos níveis de NFKB durante toda a

fase de escuro é prejudicada nesta condição de escuro constante, ao contrário do

observado nos animais sincronizados. Com este dado, nota-se o papel essencial do ciclo

claro/escuro para que ocorra o ritmo na translocação do NFKB.

Dessa forma, a etapa seguinte foi analisar o efeito sobre a translocação nuclear do

NFKB exercido pelas vias aferentes relacionadas à sinalização da informação fótica que

atingem a pineal.
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3. Efeito da estimulação noradrenérgica sobre o ritmo de NFKB

A via aferente mais relevante à glândula pineal é a simpática, proveniente do

gânglio cervical superior e responsável por sinalizar à glândula a presença da fase de

escuro ambiental. Dessa forma, foi investigado se o principal neurotransmissor

envolvido no controle da síntese de melatonina – a noradrenalina – seria também

atuante sobre o ritmo de NFKB.

O evento necessário à indução da síntese de melatonina é a estimulação de

receptores -adrenérgicos. Para investigarmos se essa mesma cascata de sinalização da

síntese de melatonina está envolvida com o ritmo de NFKB nuclear, foi administrado

um antagonista de receptores β-adrenérgicos – propranolol a dois grupos de animais.

Um desses grupos foi sacrificado na fase de claro (ZT 9) e o outro, no meio da fase de

escuro (ZT 18), objetivando verificar se a diferença dia/noite de NFKB ainda persistia.

(fig. 10). O gráfico mostra que a administração de propranolol resultou na perda da

diferença dia/noite quanto ao conteúdo nuclear de NFKB, indicando a necessidade da

ativação de -adrenoceptores para a ocorrência dos baixos níveis de NFKB na fase de

escuro.
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Figura 10 – Propranolol reverte os baixos níveis de NFKB encontrados no meio da fase de

escuro. Conteúdo nuclear de NFKB em pineais de ratos sacrificados no ZT 9 ou ZT 18 (barras

brancas e cinzas, respectivamente) na ausência ou presença (barras hachuradas) de propranolol

(20 mg/kg, i.p.) administrado em dois dias consecutivos no ZT 11. Dados representam média ±

e.p.m. do número amostral dentro de cada barra; teste t de student.

Complementarmente, foi testada a hipótese de que a sinalização simpática do

início da fase de escuro também seria responsável pela queda abrupta de NFKB que

ocorre logo nos primeiros minutos de escuro. Esta hipótese foi testada através de

experimentos realizados tanto in vitro quanto in vivo. Glândulas pineais retiradas de

animais sacrificados ao final da fase de claro foram imediatamente colocadas em cultura

e estimuladas com noradrenalina (100 nM) por curto período de tempo, objetivando

avaliar os efeitos imediatos desse neurotransmissor sobre a translocação nuclear de

NFKB (fig. 11).
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Figura 11 – Conteúdo de NFKB nuclear em glândulas estimuladas com noradrenalina.

Glândulas pineais em cultura foram incubadas de 30 segundos a 15 minutos com noradrenalina

(100 nM, barras cinzas). Conteúdo de NFKB analisado por gel-shift (u.a. = unidades arbitrárias).

Valores representam média ± e.p.m. de 6 glândulas por grupo.

Conforme observado, em nenhum dos tempos testados houve alteração no

conteúdo basal de NFKB. Para a confirmação deste dado foram realizados experimentos

in vivo, nos quais os animais foram tratados com propranolol e sacrificados logo no

início da fase de escuro, em ZT 12 (fig. 12).

Em contraposição ao primeiro experimento in vivo, propranolol não foi efetivo

em reverter os baixos níveis de NFKB no ínicio da fase de escuro. O conteúdo nuclear

de NFKB dos animais tratados e sacrificados imediatamente após o apagar das luzes foi

igual ao dos animais que receberam salina, e ambos foram significativamente diferentes

do grupo salina sacrificado na fase de claro. Portanto, a queda abrupta deste fator no ZT

12 continua ocorrendo mesmo com o bloqueio dos receptores -adrenérgicos.
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Figura 12 – Propranolol não reverte os baixos níveis de NFKB na transição claro/escuro (ZT

12). Conteúdo nuclear de NFKB de glândulas retiradas de animais sacrificados em ZT 12

imediatamente antes (barra branca) ou depois (barras cinzas) do apagar das luzes, na ausência

ou presença (barra hachurada) do tratamento prévio com propranolol (20 mg/kg, i.p.). Valores

representam média ± e.p.m. do número amostral dentro das barras; * p< 0,001, ANOVA

seguida de Newman-Keuls.

A estimulação simpática é de fato a mais relevante para a sincronização da

glândula pineal à informação fótica ambiental. Entretanto, a ação desta sinalização

sobre o ritmo de NFKB pode se dar através de outros mecanismos, que não a ativação

-adrenérgica. A noradrelina também ativa receptores do tipo -adrenérgicos e, além

disso, os terminais simpáticos que a liberam também contêm o neuromodulador ATP.

Dessa forma, essas vias de sinalização também foram investigadas, tratando-se os

animais com antagonistas específicos. Além do propranolol, foram utilizados prazosin

(antagonista de receptor -adrenérgico) e suramina (antagonista de receptor P2

purinérgico), todos diluídos em salina e administrados uma hora antes do apagar das

luzes (ZT 11). Os animais tratados foram sacrificados no início da fase de escuro, em ZT
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12, e os grupos controles (veículo) foram sacrificados tanto no final da fase de claro

quanto no início da fase de escuro, em ZT 12 (fig. 13).

Figura 13 – Efeito dos antagonistas sobre a translocação nuclear de NFKB. Conteúdo nuclear

de NFKB de glândulas pineais retiradas de animais tratados e sacrificados no ZT 12 no escuro,

imediatamente após o apagar das luzes (barras cinzas hachuradas). Grupos controle receberam

salina (barras lisas) e foram sacrificados tanto no escuro (barra cinza) quanto no claro (barra

branca). Valores representam média ± e.p.m. do número de glândulas mostrado dentro de cada

barra. Análise estatística pelo teste t de student, comparando-se cada grupo ao grupo salina

escuro; * p < 0,005.

Observa-se, portanto, que nenhum antagonista foi efetivo em reverter a redução

de NFKB nuclear que ocorre na transição da fase de claro para a de escuro, não

diferindo estatisticamente dos níveis encontrados no grupo salina escuro.

Assim, os dados em conjunto indicam que a estimulação simpática não é a

responsável pela queda imediata dos níveis de NFKB quando inicia-se a fase de escuro

ambiental, porém, a ativação dos receptores -adrenérgicos é importante para que os

níveis deste fator mantenham-se baixos nas demais horas de escuro.
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Na glândula pineal, a principal consequência da ativação noradrenérgica é a

indução da síntese de melatonina. Portanto, o bloqueio de tais receptores resulta

também no bloqueio da produção hormonal da pineal. Pelo fato de o propranolol ter

sido efetivo em reverter os baixos níveis de NFKB somente no ZT 18, momento em que

já haveria grandes quantidades de melatonina produzida, a etapa seguinte foi verificar

se a manutenção dos níveis baixos de NFKB na fase de escuro seria dependente da

síntese de melatonina. Essa hipótese foi subsidiada por dados da literatura que relatam

um efeito inibitório da melatonina sobre a translocação nuclear de NFKB em outros

tecidos (Gilad et al., 1998; Tamura et al., 2009).

4. Controle hormonal da translocação nuclear de NFKB

4.1. Ação autócrina de melatonina

Glândulas pineais retiradas de animais sacrificados no final da fase de claro

foram colocadas em cultura e incubadas com melatonina, em concentração compatível à

observada dentro da própria glândula pineal no horário de seu pico noturno

(Fernandes et al., 2009). Após 3 horas de incubação, as glândulas foram processadas

para análise do conteúdo nuclear de NFKB por EMSA.

As glândulas tratadas com melatonina apresentaram níveis de NFKB nuclear

significativamente menores do que as glândulas tratadas somente com veículo (fig. 14).
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Figura 14 – Melatonina inibe a translocação nuclear de NFKB. Conteúdo de NFKB nuclear de

glândulas pineais de ratos em cultura incubadas com melatonina (1 mM, 3h). A) Gel-shift

representativo de NFKB de glândulas estimuladas ou não com melatonina; N = controle

negativo (ausência de extrato protéico). B) Quantificação densitométrica de A. Dados

representam a média ± e.p.m. de 4 a 5 glândulas por grupo, comparadas por teste t de student.

Este dado corrobora a hipótese de que a própria melatonina produzida pela

pineal é responsável por inibir a translocação de NFKB ao núcleo, mantendo seus níveis

baixos durante toda a fase de escuro.

Em contrapartida, este resultado não explica a ausência do ritmo de NFKB

observada nos animais em livre-curso (fig. 9), pois o ritmo endógeno de produção de

melatonina deles não deveria ser alterado pela condição de escuro constante. Essa

premissa foi confirmada pela dosagem do conteúdo de melatonina presente no plasma

dos animais em livre-curso (fig. 15).
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Figura 15 – Ritmo de produção de melatonina em animais em livre-curso. O conteúdo de

melatonina foi dosado no plasma de animais mantidos em escuro constante. Valores

representam média ± e.p.m. de 3 a 6 animais por ponto. * p < 0,05; ANOVA seguida de teste de

Newman-Keuls.

Conforme o esperado, os animais mantidos em escuro constante expressam o

ritmo endógeno de produção de melatonina, apresentando concentrações plasmáticas

significativamente maiores em CT 21, o que corresponde ao meio da fase de escuro

subjetiva. Porém, ao compararmos os valores de melatonina obtidos nestes animais e

em animais sincronizados ao ciclo claro/escuro ambiental (12h/12h), observa-se que o

ritmo de produção de melatonina nos animais em livre-curso apresenta uma amplitude

menor do que nos sincronizados (fig. 16).
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Figura 16 – O pico na produção rítmica de melatonina é menor em animais em livre-curso.

Comparação dos níveis plasmáticos de melatonina nas fases de dia (ZT 6) e noite (ZT 21) em

animais mantidos em ciclo claro/escuro 12h/12h e em animais mantidos em escuro constante

(CT 6 e CT 21). Valores representam média ± e.p.m. de 3 a 6 animais por ponto. Diferenças entre

os grupos foram detectadas por ANOVA seguida de teste de Newman-Keuls.

Assim, apesar de o ritmo da síntese de melatonina persistir em livre-curso, ele

encontra-se diminuído quanto à amplitude com relação aos animais sincronizados. Essa

defasagem na produção de melatonina justifica então o fato de, nestes animais, os níveis

de NFKB não manterem-se baixos durante toda a noite (fig. 9).

A elucidação do mecanismo pelo qual são encontrados baixos níveis de NFKB na

fase de escuro ambiental não explicava, porém, a redução imediata que ocorre logo nos

primeiros minutos de escuro. O mecanismo regulador de NFKB nessa transição

claro/escuro está relacionado com a informação fótica, e está presente tanto nos animais

sincronizados quanto nos animais mantidos em escuro constante, nos quais também foi

observada a queda no CT 12. Um dos fenômenos comum entre esses animais é a
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entrada na fase de atividade, o que ocorre justamente no início da fase de escuro por

serem animais noturnos.

Em roedores, a corticosterona é o principal hormônio relacionado à preparação

do organismo para a entrada em atividade. De fato, seu ritmo endógeno é dependente

do hábito de vida da espécie. Animais de hábito noturno, como os ratos, apresentam

pico plasmático de corticosterona no início da fase de escuro (Kalsbeek et al., 1996),

enquanto que nos animais de hábito diurno, como macacos e humanos, o pico

hormonal de glicocorticóides ocorre no início da fase de claro (Lemos et al., 2006). A

etapa seguinte foi avaliar se o ritmo endógeno de corticosterona está relacionado ao

ritmo de translocação nuclear de NFKB.

4.2. Correlação entre o ritmo endógeno de corticosterona e o de NFKB

A dosagem de corticosterona no plasma dos animais mantidos em escuro

constante demonstrou a manutenção do ritmo de secreção deste hormônio, com pico

em CT 12, isto é, na transição repouso/atividade (fig. 17). Além disso, pode ser

observado que o conteúdo plasmático de corticosterona decai a um patamar acima dos

níveis basais durante a manutenção da fase de atividade e que a entrada na fase de

repouso implica em uma queda abrupta a concentrações abaixo das detectadas pelo

método de dosagem. Desta forma, foi considerado que em CT3 a concentração

plasmática de corticosterona era zero.
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Figura 17 – Ritmo endógeno de corticosterona, dosada no plasma de animais em livre-curso.

Valores representam média ± e.p.m. de 3 a 6 animais por CT.

Sobrepondo-se a curva do ritmo de corticosterona ao gráfico do conteúdo de

NFKB nuclear destes mesmos animais, podemos observar uma alta correlação no ponto

de CT 12 (fig. 18). O início da fase de atividade de cada animal, registrado em

actogramas, corresponde ao momento exato em que os níveis de corticosterona atingem

seu máximo. Simultaneamente, os altos níveis de corticosterona plasmática

correlacionam-se ao momento em que os níveis de NFKB são imediatamente reduzidos

no núcleo das células da pineal, sugerindo uma conexão entre essas vias, conforme

discutido mais adiante.
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Figura 18 – Correlação entre os ritmos de corticosterona e NFKB. Ritmos de corticosterona

plasmática (em preto) e de NFKB nuclear de glândulas pineais (em vermelho) de animais

mantidos em escuro constante. Valores representam média ± e.p.m. de 3 a 6 glândulas ou

plasma por ponto.
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DISCUSSÃO



Discussão | 93

V. DISCUSSÃO

O fator de transcrição NFKB constitui uma das vias de sinalização intracelular

de relevância inestimável ao organismo. Inicialmente descrito como peça fundamental

ao desenvolvimento de uma resposta imune adequada, este fator vem paulatinamente

ganhando espaço nos mais diversos mecanismos fisiológicos, garantindo um bom

funcionamento celular. Um dos exemplos mais relevantes da crescente atenção dada a

este fator refere-se aos estudos de sua ação em células neuronais. Seus efeitos

antagônicos, mediando tanto neuroproteção quanto neurodegeneração, desafiam os

estudiosos a compreender as diferentes facetas desta via de sinalização.

Ainda com relação às células neuronais, a importância do ajuste fino dos níveis

nucleares constitutivos de NFKB já é bem descrita e bem aceita (Mattson e Camandola,

2001; Tergaonkar, 2006; Sun e Zhang, 2007). Similarmente, o conjunto de evidências

dentro do qual consta a presente dissertação também aponta para a ocorrência desse

fenômeno nas células neuro-endócrinas que compõem a glândula pineal. Glândulas

em condições fisiológicas apresentam uma ativação basal de NFKB, conforme

observado nos grupos controle (Ferreira et al., 2005). Por outro lado, alterações no

conteúdo nuclear de NFKB, seja por estímulo extracelular ou por inibição da via,

acarretam em modulação da atividade biossintética da glândula pineal, para mais ou

para menos (Ferreira et al., 2005; Fernandes et al., 2006). Dessa forma, a funcionalidade

fisiológica da glândula requer mecanismos rígidos de controle da ação nuclear de

NFKB devido a sua grande capacidade modulatória.
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A presente dissertação demonstrou que a ativação constitutiva de NFKB é

finamente controlada em glândulas pineais de rato e apresenta uma variação rítmica

ao longo das 24 horas do dia.

1. Ativação constitutiva de p50:p50

A subunidade de NFKB detectada nas pineais em condições fisiológicas

corresponde à p50, subunidade tida como repressora da transcrição gênica (Hayden e

Ghosh, 2008). Isso foi comprovado também na glândula pineal, pois a inibição do

NFKB basal por agentes específicos como o PDTC e ALLN promove um efeito

potencializador sobre a síntese de melatonina (Ferreira et al., 2005), indicando um

papel funcional do homodímero de p50 em limitar a atividade biossintética da pineal

em condições fisiológicas.

Como já mencionado, esta é uma subunidade amplamente distribuída entre os

diversos tipos celulares, sendo inclusive o dímero mais encontrado ligado ao DNA em

células em condições fisiológicas (Hou et al., 2003). Os homodímeros de p50 podem ser

formados constantemente através do processamento de p105 pelo proteassoma 20S,

por mecanismo independente de ubiquitinação (Moorthy et al., 2006). Já na vigência de

um estímulo celular, a formação de p50:p50 é dependente da formação prévia de

p105:p50 e posterior processamento de p105 pelo proteassoma 26S, mediante

sinalização (Pereira e Oakley, 2008).

O mecanismo pelo qual o homodímero de p50:p50 regula negativamente a

transcrição gênica ainda é objeto de estudo nesta área. Uma das possibilidades já
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demonstrada é através do recrutamento de complexos de correpressores, contendo

enzimas deacetilases de histonas (HDAC) (Zhong et al., 2002). A desacetilação das

histonas por essas enzimas gera um aumento na carga positiva destas proteínas, o que

aumenta sua afinidade de ligação ao DNA, compactando-o e impedindo a transcrição

gênica. A interação entre p50:p50 e HDAC é dependente de fosforilação de p50 em

determinados sítios, sendo que essa fosforilação ocorre de maneira constitutiva (Guan

et al., 2005), o que justifica a predominância de homodímeros de p50 associados à

HDAC no núcleo de células não-estimuladas (Zhong et al., 2002).

A predominância diferencial quanto às subunidades de NFKB presentes em

situações fisiológicas e em situações de ativação celular também foi observada na

glândula pineal. A estimulação da glândula com LPS (Cruz-Machado et al., 2009) ou

TNF (dados não publicados) induz a translocação nuclear de p50:RelA, além de

p50:p50 Nestas condições, o favorecimento do dímero p50:RelA pode ser explicado

pela necessidade de induzir a transcrição de pacotes gênicos relacionados ou à

proteção celular ou à geração de uma resposta imune no local, tal como observado nos

neurônios. Entretanto, a ação de NFKB sobre a síntese de melatonina pela pineal

também é inibitória neste caso, tal como na condição fisiológica. Isso pode ser

explicado pelo fato de LPS também induzir aumento no conteúdo nuclear de p50:p50

(Cruz-Machado et al., 2009), provavelmente via processamento de p105:p50,

reforçando a inibição transcricional basal. Outra possibilidade é uma atuação

repressora do dímero p50:RelA em determinados genes-alvos, o que é possível já que

esse dímero também é capaz de se ligar à HDAC em certas condições (Ashburner et al.,

2001).
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O caráter inibitório de p50:p50 e a existência de mecanismos distintos para sua

ativação constitutiva e sua ativação induzida, conferem um importante papel deste

homodímero na regulação da taxa de transcrição basal e de genes induzidos. Essa

importância pode ser exemplificada pelos casos de tolerância ao LPS nas células B, em

que a ativação da via clássica de NFKB induz um aumento no conteúdo nuclear de

p50:p50, cuja ação repressora impede a reativação da via clássica. Esse tipo de indução

de p50:p50 também está relacionado à fase de resolução da inflamação em modelos de

inflamação renal por indução de nefrite pelo LPS (Ziegler-Heitbrock, 2001; Panzer et

al., 2009). De fato, um dos mecanismos pelo qual a citocina IL-10 exerce seu efeito anti-

inflamatório é pela inibição dos genes transcritos por NFKB (p50:RelA), o que é obtido

através do aumento de p50:p50, como demonstrado em células mononucleares

humanas (Driessler et al., 2004).

Interessantemente, além da ativação constitutiva de NFKB nas glândulas

pineais de animais hígidos, também foi observada que essa ativação constitutiva é

diferencial ao longo do dia. A análise temporal do conteúdo nuclear de p50:p50

demonstrou a existência de um ritmo diário na translocação nuclear deste fator. Na

fase de claro ambiental há um crescente acúmulo de NFKB no núcleo celular,

atingindo seu auge minutos antes do apagar das luzes. Assim que se inicia o escuro,

há uma redução drástica nos níveis de NFKB nuclear logo nos primeiros minutos

desta fase, e esses valores baixos são mantidos durante toda a noite.

A glândula pineal consiste num importante órgão fototransdutor, mesmo tendo

perdido sua capacidade de fotorrecepção observada em alguns grupos de vertebrados,

como nos pássaros e répteis (revisto por Falcón et al., 2009). Os mecanismos
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moleculares responsáveis pela produção rítmica de melatonina são bem descritos e

parece não restar lacunas a serem preenchidas nesse cenário. No caso dos roedores, o

ritmo de melatonina está condicionado à expressão gênica rítmica da enzima AA-

NAT, dependente da ação também rítmica do fator de transcrição CREB (revisto por

Simonneaux e Ribelayga, 2003). Conforme apresentado na introdução, outros fatores

de transcrição também atuam ritmicamente na pineal, mas nenhum demonstrou ser

tão relevante quanto o CREB. A detecção de que o fator de transcrição NFKB

apresenta-se ativado de forma rítmica e constitutiva na pineal suscitou um grande

interesse na compreensão deste fato, ainda mais por se tratar de um fator

comprovadamente eficaz em modular a atividade biossintética da glândula pineal.

2. Mecanismos regulatórios do ritmo de NFKB

Após a detecção da ritmicidade na translocação nuclear constitutiva de NFKB,

uma série de experimentos foi realizada com o objetivo de compreender a geração

deste padrão rítmico. Primeiramente foi observado que a informação fótica está

altamente correlacionada ao ritmo de NFKB nuclear. Isso porque a queda brusca que

ocorre nos níveis de NFKB nuclear logo que se inicia o escuro é dependente do início

dessa fase do ciclo claro/escuro ambiental. Quando as luzes permanecem acesas além

das 12h de claro, os níveis de NFKB permanecem elevados.

Uma vez detectada essa dependência do ritmo de NFKB com relação à

sinalização da fase de escuro, a hipótese mais plausível era a de que a mesma

sinalização que induz a síntese de melatonina estaria também induzindo a alteração na
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translocação nuclear de NFKB. A informação de escuro ambiental é sinalizada à

glândula pineal pelo grande aumento na transmissão simpática. Esses terminais

simpáticos liberam noradrenalina e ATP (Wolfe et al., 1962; Mortani-Barbosa et al.,

2000), sendo que a ativação de receptores -adrenérgicos é essencial à síntese de

melatonina, enquanto que a ativação de receptores -adrenérgicos ou P2Y1

purinérgicos exerce efeito modulatório positivo. Entretanto, tanto experimentos in

vitro quanto in vivo refutaram a hipótese de que a sinalização simpática regularia o

ritmo de NFKB no início da fase de escuro ambiental.

A incubação de glândulas pineais com noradrenalina não resultou em alteração

nos níveis de NFKB nuclear. Complementarmente, a administração de bloqueadores

de receptores adrenérgicos ( e  e purinérgicos (P2) não impediu que os níveis de

NFKB fossem reduzidos no início da fase de escuro, indicando que a ativação destes

receptores pela inervação simpática não está relacionada ao ritmo de NFKB.

O efeito noradrenérgico sobre a via NFKB é um assunto bastante controverso na

literatura. Em células gliais, a ativação de receptores -adrenérgicos é tida como

inibitória sobre a via NFKB, induzindo a localização nuclear de IKB e a rápida

exportação de NFKB ao citoplasma (Gavrilyuk et al., 2002). Já em células

mononucleares e hepáticas, foi descrito que a ativação de receptores  e -

adrenérgicos por noradrenalina ativa a via NFKB e a transcrição de genes

inflamatórios por ele regulados (Bierhaus et al., 2003; Sancho-Bru et al., 2006). Esses

relatos contraditórios e a ausência de efeito noradrenérgico observada na pineal

indicam que a noradrenalina atua sobre a via NFKB de acordo com o tipo celular e o

estímulo recebido.
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2.1. Melatonina e NFKB

Ainda com relação aos ensaios com antagonistas de receptores adrenérgicos, foi

observado que o propranolol atua sobre NFKB em glândulas retiradas no meio da fase

de escuro (ZT 18). Apesar deste antagonista não ter sido eficaz em impedir a queda

nos níveis nucleares de NFKB nos primeiros minutos da fase de escuro, ele impediu a

manutenção desses baixos níveis ao longo da noite. Glândulas retiradas de animais

tratados com propranolol e sacrificados e ZT 18 apresentaram o mesmo conteúdo

nuclear de NFKB que as glândulas de animais sacrificados no claro (ZT 9). Sabendo

que o bloqueio de receptores -adrenérgicos na pineal tem como principal

consequência o bloqueio da síntese de melatonina, a hipótese formulada foi a de que a

própria melatonina sintetizada pela pineal estaria contribuindo para a manutenção

dos baixos níveis de NFKB durante a fase de escuro.

A capacidade da melatonina em inibir a translocação nuclear de NFKB foi

confirmada em glândulas em cultura, incubadas com o hormônio em concentrações

compatíveis às encontradas dentro da própria pineal, detectadas pela técnica de

microdiálise (Fernandes et al., 2009). Esse resultado está de acordo com os relatos da

literatura, pois diversos estudos comprovaram esta capacidade da melatonina ao

investigar os efeitos imunomodulatórios deste hormônio. Dentre os diversos tipos

celulares nos quais essa inibição já foi descrita, constam as células da linhagem HeLa,

neurônios, macrófagos, células endoteliais e células dos tecidos pulmonar e hepático

(Mohan et al., 1995; Lezoualc’h et al., 1998; Gilad et al., 1998; Beni et al., 2004; Wang et

al., 2004; Bruck et al., 2004; Tamura et al., 2009). Assim como na pineal, foi
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demonstrado que o conteúdo nuclear de NFKB nas células do baço apresenta-se

diminuído na fase de escuro ambiental e esta diminuição é causada pela melatonina

endógena circulante (Chuang et al., 1996). Na ausência de melatonina endógena, como

no caso dos animais tratados com propranolol, os níveis de NFKB encontrados no

núcleo dos pinealócitos no ZT 18 são tão altos quanto os valores encontrados durante

o dia.

Da mesma forma, uma defazagem na produção de melatonina pode acarretar

em níveis altos de NFKB em toda a fase de escuro, conforme observado nos animais

em livre-curso. A diferença entre os níveis de melatonina produzidos por animais

sincronizados e animais em livre-curso já foi anteriormente relatada (Fukuhara et al.,

2005; Aguzzi et al., 2006). Estes trabalhos indicam que a redução da razão dia/noite em

relação ao conteúdo plasmático de melatonina é consequência de um efeito da luz

vermelha utilizada nos experimentos com animais em escuro constante. Mesmo de

baixa intensidade, essa luz consegue alterar a ritmicidade de algumas subpopulações

de neurônios dos NSQ, dessincronizando o ritmo de melatonina de outros ritmos

endógenos, como o de atividade/repouso ou o de temperatura corpórea, que se

manifestam adequadamente em livre-curso. Com isso, são produzidas menores

quantidades de melatonina durante a noite subjetiva, e há um aumento na melatonina

produzida durante o dia subjetivo, o que reduz a amplitude desse ritmo hormonal.

Tais relatos vão ao encontro de nossas observações, indicando a necessidade de

precaução ao utilizar a condição de escuro constante como ferramenta para avaliar

ritmicidades biológicas.
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O mecanismo pelo qual a melatonina inibe a translocação nuclear de NFKB

ainda não está totalmente elucidado. Uma das possibilidades mais aceitas é a de que

os efeitos antioxidantes da melatonina estariam relacionados com essa inibição. A via

NFKB é sensível ao estado redox da célula, sendo sabidamente ativada por estresse

oxidativo. Nestas condições, melatonina demonstrou ser efetiva em reduzir o estresse

oxidativo em células do músculo esquelético e a via do NFKB foi inibida ao nível de

IKB, que teve sua degradação diminuída na presença do hormônio (Alonso et al.,

2006). Entretanto, a grande capacidade da melatonina de interagir com diversas

moléculas intracelulares também deve ser considerada na busca por estes mecanismos.

Os receptores ROR, por exemplo, são passíveis de ligação à melatonina e também

exercem efeito inibitório sobre NFKB, aumentando os níveis de IKB(Delerive et al.,

2001).

Por fim, a presente dissertação sugere ainda a existência de um mecanismo

autócrino pelo qual a melatonina controla o conteúdo nuclear de NFKB na própria

glândula pineal. A possibilidade desta ação autócrina já havia sido reportada há

muitos anos por um estudo que registrou respostas elétricas excitatórias em glândulas

pineais incubadas com melatonina (Semm et al., 1981). Dessa forma, o presente estudo

corrobora o conceito de que a melatonina exerce ações autócrinas na manutenção das

condições fisiológicas da glândula pineal.
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2.2. Corticosterona e NFKB

De modo geral, os dados obtidos com os animais em livre-curso foram de

grande valia à compreensão dos mecanismos envolvidos no controle do ritmo de

NFKB na pineal. Os experimentos com propranolol permitiram a detecção da

melatonina como o agente capaz de manter os baixos níveis de NFKB nuclear ao longo

de toda a fase de escuro, porém, não explicaram o mecanismo indutor da queda inicial

de NFKB logo nos primeiros minutos de escuro. A manutenção de animais na

condição de escuro constante foi a metodologia utilizada para complementar o estudo

da importância da transição claro/escuro ao ritmo de NFKB, investigando a

endogenicidade deste ritmo.

Inicialmente, observamos que esses animais não apresentavam mais o ritmo

diário de NFKB, apresentando níveis constantemente elevados durante todo o período

de 24 horas. Entretanto, a queda abrubta nos níveis nucleares deste fator no início da

fase de escuro subjetiva continuou ocorrendo. Com este dado, nossa atenção voltou-se

para a identificação dos fenômenos que acontecem em comum entre animais mantidos

em ciclo claro/escuro e animais em escuro constante. Embora a ativação simpática seja

um ritmo endógeno, ou seja, continua a ocorrer de forma rítmica mesmo na ausência

da informação fótica ambiental, a hipótese de que a noradrenalina ou o ATP seriam os

agentes indutores desta queda foi refutada pelos experimentos com antagonistas

específicos de cada receptor.

Outro fenômeno compartilhado pelos dois grupos de animais (sincronizados e

não-sincronizados) refere-se ao início da fase de atividade do ciclo de
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atividade/repouso que, no caso dos roedores, ocorre no início da fase de escuro. Mais

especificamente, este é um fenômeno que ocorre de maneira similar nos dois grupos,

sendo detectável o momento exato de seu início. Nos animais sincronizados, o apagar

das luzes já induz atividade perceptível pela simples observação comportamental. Nos

animais em escuro constante, o CT 12 corresponde ao momento do primeiro registro

de atividade de cada animal, sendo o ponto de referência para o cálculo de todos os

outros CTs. Em outras palavras, há absoluta certeza de que tanto no início do ZT 12

quanto no início de CT 12 os animais encontram-se em atividade.

Como mencionado nos resultados, o principal hormônio relacionado ao ritmo

de atividade/repouso nos roedores é a corticosterona. De modo geral, os corticóides

estão relacionados à preparação do organismo para o início da fase de atividade, tanto

em animais de hábito noturno quanto de hábito diurno. A dosagem de corticosterona

plasmática nos animais em livre-curso confirmou a relação entre o ritmo endógeno

deste hormônio e o ritmo de atividade/repouso, pois os valores máximos de

corticosterona foram obtidos em CT 12. Esta dosagem detectou níveis plasmáticos de

corticosterona considerados acima dos níveis basais por alguns estudos na literatura,

que relatam que o pico de corticosterona seja na ordem de 100 a 200 ng/mL (Buijs et

al., 1999, 2003; Kalsbeek et al., 2003; Malek et al., 2008). Entretanto, outros estudos que

também trabalharam com ratos em condições fisiológicas, obtiveram valores

semelhantes aos apresentados na presente dissertação, com picos em torno de 350

ng/mL (Cavigelli et al., 2005; Perelló et al., 2006; Salgado-Delgado et al., 2008; Thanos et

al., 2009). Essa concordância é importante para a certificação de que os níveis dosados

refletem fidedignamente os níveis hormonais circulantes, não sendo um reflexo da
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ativação do eixo HPA (hipotálamo-pituitária-adrenal) por estresse. Adicionalmente, a

presença de um ritmo na concentração plasmática de corticosterona ao longo das 24h

circadianas já indica, por si só, que os valores dosados referem-se aos níveis basais

desse hormônio. Um estudo metodológico comparativo demonstrou que, nos casos

onde o eixo HPA foi ativado durante a coleta amostral, os níveis circulantes de

corticosterona são mantidos constantemente elevados, não sendo mais detectável sua

ritmicidade. Este mesmo estudo mostrou ainda que o método de decapitação sem

anestésicos para a coleta de amostras sanguíneas é o mais indicado para que se

obtenha um menor efeito estressor de ativação do eixo HPA (Vahl et al., 2005).

A apresentação conjunta dos dados de corticosterona e NFKB obtidos em

animais na condição de livre-curso revelou uma alta correlação entre as curvas, pois o

momento em que a corticosterona atinge seu pico máximo é o mesmo momento em

que a queda no conteúdo nuclear de NFKB é observada. Isso nos levou a propor que o

ritmo endógeno de corticosterona atua diretamente sobre a glândula pineal e seu pico

máximo induz a redução abrupta de NFKB no núcleo dos pinealócitos. Essa hipótese é

corroborada pelos dados da literatura que comprovam tanto a existência da relação

entre as glândulas adrenal e pineal (Lopes et al., 2001; Fernandes et al., 2009), quanto a

existência de uma ação inibitória de corticosterona sobre NFKB (Smoak e Cidlowski,

2004; Ferreira et al., 2005).

Os relatos da interação entre a glândula adrenal e a glândula pineal remontam

aos primeiros estudos acerca da função da pineal (Neri-Serneri e Bartoli, 1957;

Vaughan e Reiter, 1971). Mais recentemente, essa relação foi demonstrada em

situações de inflamação crônica (Lopes et al., 2001) e o efeito potenciador de
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corticosterona sobre a pineal foi verificado in vitro e in vivo (Ferreira et al., 2005;

Fernandes et al., 2009). Este mesmo estudo de 2005 demonstrou ainda a presença de

receptores para glicocorticóides (GR) nos pinealócitos e a capacidade da corticosterona

em inibir a translocação nuclear de NFKB via ativação de GR.

A relação antagônica entre a ativação de receptores para glicocorticóides (GR)

e a via NFKB é conhecida no sistema imune há mais de uma década (Mckay e

Cidlowski, 1998). O GR corresponde a uma família de receptores intracelulares, que

translocam ao núcleo após ativação e atuam na regulação da transcrição gênica.

Dentre os efeitos antiinflamatórios dos glicocorticóides está a inibição dos genes pró-

inflamatórios induzidos pelo fator NFKB. Isso ocorre por uma interação direta entre

NFKB e GR e compõe um importante mecanismo de antagonismo mútuo (revisto por

Smoak e Cidlowski, 2004).

Retomando aos dados apresentados sobre a relação da transição claro/escuro

com o conteúdo nuclear de NFKB, foi demonstrada a dependência da informação

fótica ambiental para a observação do ritmo diário deste fator, já que o não apagar das

luzes impediu a queda no conteúdo nuclear de NFKB. Nessa condição, não sabemos

como se comporta o ritmo endógeno de corticosterona e o ritmo de atividade/repouso

dos animais. Isso porque os animais foram submetidos a poucas horas de exposição

luminosa. Os estudos que trabalham com a condição de luz constante relatam somente

os efeitos obtidos após, no mínimo, uma semana de adaptação a essa nova condição.

As alterações fisiológicas nessas primeiras horas em novo regime de iluminação não

são relatadas, dificultando nossa compreensão do motivo pelo qual os níveis de NFKB

permaneceram elevados enquanto a luz pemanecia acesa (fig. 8).
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A possibilidade mais provável é a de que o ritmo de corticosterona tenha sido

prejudicado pelo prolongamento da fase de claro. Existem relatos de que o pico no

ritmo endógeno de corticosterona é inibido por vasopressina, neurotransmissor

liberado pelos NSQ de forma rítmica (Kalsbeek et al., 2008). Essa liberação é

consequente da atividade elétrica rítmica dos neurônios dos NSQ e os níveis máximos

de VP no líquido cefalorraquidiano são detectados na fase de claro ambiental

(Kalsbeek et al., 2006a). Por exercer uma ação inibitória sobre o PVN, o declínio nos

níveis de VP é fundamental para que aumente a produção de corticosterona (Kalsbeek

et al., 1996). Com isso, pode-se hipotetizar que o não apagar das luzes nesta condição

experimental manteve os níveis de vasopressina elevados, prejudicando o aumento

nos níveis circulantes de corticosterona. Na ausência de corticosterona, não houve a

queda abrupta de NFKB. De fato, é relatado que após três semanas em claro constante

os animais não apresentam ritmo detectável de corticosterona plasmática (Claustrat et

al., 2008).

3. NFKB na fisiologia e fisiopatologia da glândula pineal

A análise conjunta dos dados apresentados no presente trabalho propõe um

modelo de controle dos níveis de NFKB na glândula pineal. De acordo com este

modelo, os níveis de NFKB nuclear aumentam paulatinamente ao longo do dia, até

atingirem seu máximo no final da fase de claro; assim que se inicia a fase de escuro, o

pico de corticosterona plasmática atua diretamente sobre a pineal e reduz

drasticamente o conteúdo nuclear de NFKB. Após o efeito da corticosterona, essa
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inibição sobre NFKB passa a ser exercida pela própria melatonina produzida no local,

de modo que os baixos níveis de NFKB nuclear são mantidos por toda a noite. Ao final

da fase de escuro, a síntese e liberação de melatonina são terminadas e, com isso,

anula-se a ação inibitória sobre NFKB. Na ausência dos dois hormônios –

corticosterona e melatonina – não há empecilhos à translocação nuclear deste fator de

transcrição, ocorrendo então um aumento crescente de seu conteúdo nuclear ao longo

da fase de claro, reiniciando um novo ciclo. A demonstração efetiva de que tanto

melatonina quanto corticosterona são capazes de inibir a translocação nuclear de

NFKB é um forte subsídio a favor deste modelo.

A importância desta regulação fisiológica do conteúdo nuclear de NFKB

reflete a grande capacidade modulatória deste fator de transcrição sobre a síntese de

melatonina. Essa capacidade já foi comprovada dentro do conceito do eixo imune-

pineal, em que este fator de transcrição é uma peça central nos processos de inibição

ou potenciação da produção hormonal pela glândula pineal (revisto por Markus et al.,

2007). Interessante notar que esses efeitos modulatórios demostraram uma relação

inversa entre o conteúdo de NFKB nuclear e o conteúdo de melatonina produzido, de

modo que a ativação da via de NFKB inibe a produção hormonal, enquanto que o

bloqueio de NFKB a potencia. Essa correlação inversa também foi observada na

situação fisiológica, em que os altos níveis de NFKB são encontrados na fase de claro,

em que não há produção hormonal pela pineal. Já na fase de escuro, o NFKB é

impedido de translocar ao núcleo, facilitando então a síntese fisiológica de melatonina.

Em contraste com os trabalhos da literatura, esta é a primeira vez em que as interações
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corticosterona – NFKB e melatonina – NFKB são demonstradas ocorrer em condições

fisiológicas.

Em suma, a presente dissertação demonstra que a ativação constitutiva da via

do fator de transcrição NFKB participa da regulação fisiológica da glândula pineal,

sendo que os mecanismos de controle dessa ativação geram a percepção de um ritmo

diário nos níveis nucleares de NFKB. Interessantemente, os mecanismos reguladores

da translocação nuclear de NFKB são exercidos pelos hormônios corticosterona e

melatonina, hormônios altamente relacionados com a sincronização do organismo aos

ciclos ambientais. Como importante órgão fototransdutor, é possível que esse controle

sobre NFKB constitua mais um mecanismo pelo qual a glândula pineal sincroniza sua

atividade biossintética ao ciclo claro/escuro ambiental, o que é de importância

fundamental para os efeitos cronobióticos exercidos pela melatonina. Com isso, a

regulação da via NFKB adquire um papel central na fisiologia e fisiopatologia da

glândula pineal. Em condições fisiológicas, o controle desta via auxilia na manutenção

da atividade basal da glândula, enquanto que uma situação patológica que altere os

níveis nucleares deste fator acarreta numa modulação da produção de melatonina (fig.

19).
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Regulação do conteúdo nuclear de NFKB na glândula pineal
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Figura 19 – Regulação do conteúdo nuclear de NFKB em glândulas pineais de ratos.

Alterações nos níveis de NFKB nuclear induzidas por agentes do sistema imune (TNF e

corticosterona) modulam a produção de melatonina (painel superior). Em condição fisiológica

(painel inferior), tanto corticosterona quanto melatonina reduz o NFKB nuclear na pineal. Os

níveis de NFKB aumentam gradativamente na fase de claro, até que o pico de corticosterona

reduza-os drasticamente (1). Ao longo da fase de escuro, a melatonina produzida pela pineal

(2) mantém os níveis nucleares de NFKB baixos (3). Tanto na situação patológica quanto na

fisiológica, há uma relação inversa entre o NFKB nuclear e a síntese de melatonina.
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Estes dados somam-se aos encontrados na literatura com frequência cada vez

maior a respeito da importância fisiológica de NFKB. A compreensão dos mecanismos

de ação e das funções fisiológicas deste fator de transcrição nos mais diversos tipos

celulares é indispensável para um melhor entendimento do funcionamento celular.

Além disso, tais estudos são também essenciais às pesquisas que consideram o NFKB

como o alvo mais atual e promissor no desenvolvimento de novos fármacos e terapias

contra moléstias caracterizadas por uma ativação exacerbada do sistema imune

(revisto por Glezer et al., 2000; Paris et al., 2007; Sethi et al., 2008).

Por fim, os dados aqui apresentados não só complementam a lista de atuações

fisiológicas de NFKB como também abrem um novo campo de investigação a acerca

dos mecanismos modulatórios sobre a glândula pineal. Neste aspecto, as milhares de

substâncias que envolvem a ativação da via NFKB em suas vias de sinalização passam

a constituir possíveis moduladores da atividade biossintética da pineal.

Simultaneamente, isso também pode significar a descoberta de novos mecanismos

regulatórios no encadeamento complexo de processos que geram a ritmicidade da

produção de melatonina.
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VI. CONCLUSÕES

1) Glândulas pineais apresentam a via do fator de transcrição NFKB ativada

constitutivamente; tendo sido caracterizada a presença de homodímeros da

subunidade p50;

2) Essa ativação constitutiva de NFKB apresenta-se sob a forma de um ritmo

diário, que pode ser distinguido em três partes: ao longo da fase de claro seus níveis

nucleares são crescentes, atingindo valores máximos ao final desta fase; assim que se

inicia o escuro, há uma redução abrupta no conteúdo nuclear de NFKB; esses baixos

níveis são mantidos ao longo de toda a fase de escuro ambiental.

3) O ritmo na translocação nuclear de NFKB é consequência de mecanismos que

regulam a sua entrada no núcleo celular. Na primeira fase do ritmo, a ausência de

mecanismos regulatórios permite que o NFKB entre gradativamente no núcleo dos

pinealócitos; o pico de corticosterona no início da fase de escuro ambiental causa uma

forte inibição sobre NFKB e seu conteúdo nuclear é drasticamente reduzido; a

manutenção dos níveis baixos de NFKB nuclear ao longo da fase de escuro é garantida

pela ação inibitória da própria melatonina produzida pela pineal.

A via do fator de transcrição NFKB, considerada uma peça-chave na montagem

de respostas imunes, tem se revelado cada vez mais atuante em processos fisiológicos.

Além de ser uma ferramenta que capacita a glândula pineal a responder a estimulação

por mediadores do sistema imune, esta via demonstrou estar constitutivamente

ativada em situações fisiológicas. Nesta condição, observou-se que o conteúdo de

NFKB é finamente regulado para que seus efeitos modulatórios não sejam exercidos.

Além disso, essa regulação é mediada por hormônios cronobióticos, ou seja, cujas

funções estão relacionadas à sincronização do organismo às variações cíclicas

ambientais. Dessa forma, os níveis diferenciais deste fator de transcrição no núcleo dos

pinealócitos ao longo do dia podem constituir um mecanismo adicional pelo qual a

glândula pineal sincroniza sua atividade biossintética ao ciclo claro/escuro ambiental.

Por fim, este trabalho abre novas perspectivas ao estudo dos mecanismos regulatórios

e modulatórios que diferentes substâncias podem exercer sobre a glândula pineal.
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VII. RESUMO

A glândula pineal é um órgão neuroendócrino que tranduz a informação fótica

ambiental em sinal humoral pela produção noturna do hormônio melatonina.

Recentemente, trabalhos de nosso grupo apontam para a existência de um eixo imune-

pineal, que considera não só a influência que a melatonina exerce sobre células

imunocompetentes, mas também o efeito de mediadores da inflamação sobre a

atividade biossintética da glândula. Foi demonstrado que a síntese de melatonina

pode ser inibida por agentes pró-inflamatórios e potenciada por substâncias

antiinflamatórias. Ambos os efeitos são dependentes da via do fator de transcrição

NFKB, sendo que seu conteúdo nuclear nos pinealócitos está inversamente

relacionado à produção de melatonina. Esta via de sinalização do NFKB foi

inicialmente relacionada somente aos processos de resposta imunológica. Entretanto,

seu envolvimento em processos fisiológicos tem sido cada vez relatado. A detecção

desta via em glândulas pineais e da sua potencialidade em modular a síntese de

melatonina induziu à pesquisa do possível papel fisiológico de NFKB neste órgão,

objetivo da presente dissertação. Glândulas pineais obtidas de animais hígidos

apresentam a via NFKB constitutivamente ativada, sendo que o conteúdo nuclear

deste fator apresenta-se de forma rítmica ao longo do dia. Na fase de claro ambiental

há um acúmulo nuclear gradativo, mas assim que inicia a fase de escuro os níveis

nucleares de NFKB são bruscamente reduzidos e mantidos baixos durante toda a fase

de escuro. Essa dependência do ritmo de NFKB com relação à informação fótica

ambiental é, na verdade, consequência do efeito de ritmos hormonais atuantes sobre a

essa via. A corticosterona induz a queda abrupta nos níveis nucleares deste fator no

início do escuro, enquanto que a própria melatonina produzida pela pineal mantém

essa inibição sobre a translocação nuclear de NFKB durante o restante da noite. Assim,

postula-se que a regulação deste fator garanta a funcionalidade fisiológica da

glândula, uma vez em que alterações no seu conteúdo nuclear resultam em alterações

na produção de melatonina. Além disso, tais dados abrem novas perspectivas quanto

aos mecanismos regulatórios da atividade da pineal por agentes que atuam via NFKB.
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VIII. 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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Outras atividades acadêmicas relevantes

ATIVIDADES DIDÁTICAS

2009: Estágio supervisionado realizado dentro do Programa de Aperfeiçoamento ao

Ensino (PAE), referente a atividades didáticas junto à disciplina BIF0217 -

Fisiologia Animal: Mecanismos e Adaptação da Comunicação e Integração,

ministrada no curso de graduação em Ciências Biológicas da USP.

2009: Aula ministrada no “VI Curso de Inverno: Tópicos em Fisiologia Comparativa”,

do Dep. Fisiologia (IB – USP): “Fisiologia e seus aspectos cronobiológicos - Bases

moleculares do relógio biológico central”. O conteúdo desta aula foi divulgado

em material impresso de uso didático.

2008 - 2009: Atividade de Educação Ambiental realizada voluntariamente dentro do

Projeto Trilha Sub-Aquática: Educação Ambiental em Ecossistemas Marinhos,

sob a supervisão do Prof. Dr. Flávio Berchez (IB – USP) durante o mês de janeiro.

2008: Aula ministrada no “V Curso de Inverno: Tópicos em Fisiologia Comparativa”,

do Dep. Fisiologia (IB – USP): “Cronobiologia - Bases Moleculares do Relógio e

Osciladores Periféricos”. O conteúdo desta aula foi divulgado em material

impresso de uso didático.

2006: Aula ministrada no “III Curso de Inverno: Tópicos em Fisiologia Comparativa”,

do Dep. Fisiologia (IB – USP): “Efeitos Biológicos da Melatonina”. Cecon E.,

Tamura E.K.


