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RESUMO

A inflamag&o é um processo fisioldgico que promove o reconhecimento
e retirada de um agente agressor e restauragdo de tecidos lesados. Em
casos onde a resposta imune é mal regulada, como no caso do choque
séptico, ela propria torna-se lesiva, comprometendo diversos orgaos e
sistemas e podendo levar ao 6bito. Estes quadros podem ser mimetizados
experimentalmente com a utilizagao de lipopolissacarideos (LPS) induzindo o
chamado choque endotoxémico. Dentre os eixos de regulagdo da resposta
imune, temos a ativacdo do Eixo Imune-Pineal que atuando desde a
montagem do processo inflamatério até sua resolugdo, vem sendo
atualmente considerado como uma pega chave na regulagdo entre os
sistemas neuroenddcrino e imunoldgico. Processos inflamatorios mal
regulados podem estar associados com uma disfungdo na ativagdo do
sistema melatonérgico, mas pouco se sabe sobre as diferengas no seu
padrao de ativagdo durante quadros endotoxicos letais e nao letais. O
presente trabalho avalia a ativagdo do Eixo Imune-Pineal frente desafios
endotoxicos letal e ndo letal induzido por LPS. Além disso, os efeitos do
tratamento com eletroacupuntura e os efeitos da utilizacdo de farmaco que
atua diretamente sobre os receptores de melatonina também foram
avaliados. Foi possivel observar que o sistema melatonérgico esta alterado
em um quadro de choque endotoxémico em relagdo a uma situacdo em que
o sistema imune esta bem regulado. Esta alteracdo se reflete na producao
tanto da melatonina central como na produzida por células
imunocompetentes periféricas e em diferentes padroes de expressdo dos
receptores de melatonina MT1 e MT2. O estimulo neuroimune causado pela
eletroacupuntura em ratos que receberam dose letal de LPS alterou os niveis
de melatonina, corticosterona e citocinas circulantes sem, no entanto, alterar
a letalidade do choque endotoxico. Por fim, a injecdo de 5-HEAT, um
agonista MT1 e antagonista MT2 alterou a concentragdo de citocinas em
ratos que receberam dose letal LPS e reduziu a mortalidade dos animais.
Demonstramos assim que a ativagdo doe Eixo Imune Pineal esta alterada em
situacdo de choque endotdxico e que a modulacdo adequada dos receptores
de melatonina pode ser considerada no tratamento de quadros similares.



ABSTRACT

Inflammation is a physiological process that promotes the recognition
and removal of an aggressive agent and restoration of injured tissues. In
cases that the immune response is poorly regulated, as in the case of septic
shock it becomes harmful itself increasing lethality. This framework can be
experimentally mimicked with lipopolysaccharides (LPS) inducing an
endotoxemic shock. Among the axes of regulation of the immune response,
we have the activation of the Pineal Immune Axis, which has been acting
since the assembly of the inflammatory process until its resolution, and is
currently considered a key part in the regulation between the neuroendocrine
and immunological systems. Poorly regulated inflammatory processes may
be associated with a dysfunction in the activation of the melatonergic system,
but little is known about the differences in their pattern of activation during
lethal and non-lethal endotoxic conditions. The present work evaluates the
activation of the Pineal-lmmune Axis against lethal and non-lethal endotoxic
challenges induced by LPS. In addition, the effects of treatment with
electroacupuncture and the effects of the use of drug that acts directly on the
melatonin receptors were also evaluated. It has been observed that the
melatonergic system is altered in an endotoxemic shock in relation to a
situation in which the immune system is well regulated. This change is
reflected in the production of both central melatonin and that produced by
peripheral immunocompetent cells and in different patterns of MT1 and MT2
melatonin receptor expression. The neuroimmune stimulus caused by
electroacupuncture in rats given lethal dose of LPS altered levels of
melatonin, corticosterone and circulating cytokines without altering the
lethality of the endotoxic shock. Finally, the injection of 5-HEAT, an MT1
agonist and MT2 antagonist altered the concentration of cytokines in rats
receiving lethal dose LPS and reduced mortality of the animals. We thus
demonstrated that the activation of the Pineal Immune Axis is altered in a
situation of endotoxic shock and that the appropriate modulation of the

melatonin receptors can be considered in the treatment of similar conditions.
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1. INTRODUGAO

1.1 Inflamacgao

A inflamagao é um evento fisiologico descrito desde a antiguidade e ja
relatado por Celsus (25 a.C. a 50 d.C.) por apresentar “quatro pontos
cardeais”. dor, calor, rubor e tumor. A inflamacdo € uma resposta do
organismo contra lesbes causadas por traumas, infecgdes, pds-isquémicas,
toxinas ou autoimunes (Antonelli e Kushner, 2017). Promove a retirada ou
resolucdo do evento lesivo e a restauragcédo estrutural e funcional do tecido
afetado. Além disso regula os eventos e células responsaveis pela formagao
de memoria imunoldgica possibilitando, no caso de infecgbes, uma
montagem de resposta mais especifica caso haja reexposicdo ao agente
(Fullerton e Gilroy, 2016).

Durante o processo inflamatério € necessaria a integracéo funcional de
diversos mecanismos de controle e regulagdo que garantam que a resposta
de defesa montada tenha a intensidade e duracdo adequadas. Caso a
resposta seja menor que a necessaria, o evento iniciador ndo sera resolvido,
mantendo sua atividade nociva ao organismo. Caso seja maior que a
necessaria, a propria resposta imune podera causar danos agudos e
potencialmente letais ao organismo ou entdo perpetuar-se como ocorre em
diversas doengas inflamatorias cronicas (Cash et al.,, 2014; Ahmed et al.,
2014).

O disparo da reacao inflamatéria € dado pelo reconhecimento de
agentes potencialmente danosos para a fisiologia do organismo (revisto por
Medzhitov, 2008). Basicamente, ha dois tipos de padrdées moleculares que
agem como antigenos para células que reconhecem e propagam a
inflamacgé&o, os associados a patdgenos e os associados a danos celulares e
teciduais. Os padrdes moleculares associados a patogenos (PAMP) séo
moléculas conservadas encontradas em virus, bactérias e demais agentes
infecciosos (revisto por Kumar et al., 2014). Dentre estes padrbes podemos
citar os lipopolisacarideo (LPS) de parede celular de bactérias gram-
negativas, reconhecidos pelos receptores do tipo Toll-like 4 (TLR4) ou o



zymosan, presente na parede celular de fungos e reconhecidos pelos
receptores TLR2 e TLR6 (De Nardo, 2015; Sato et al., 2003). Além de
moléculas exdgenas, o sistema imune pode ser estimulado através de
padrées moleculares associados a dano (DAMP), produzidos pelo proprio
organismo atuando como marcadores de dano ou morte celular (revisto por
Rubartelli e Lotze, 2007). Elementos normalmente encontrados do meio
intracelular como acido ribonucleico (RNA) (Bernard et al, 2012) e adenosina
trifosfato (ATP) (La Sala et al., 2003), quando encontrados no meio
extracelular, sdo reconhecidos pelo sistema imune ativando eixos pré-
inflamatorios.

O reconhecimento destes sinais de perigo é feito por células
dendriticas e mondcitos residentes que quando ativados iniciam a resposta
imune, fagocitando o possivel agente agressor e liberando fatores associados
com a montagem da resposta de defesa, tais como, o fator de necrose
tumoral, as interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6), quimiocinas dentre outros
mediadores (revisto por Ashley et al., 2012). Um dos efeitos imediatos da
presenca destes mediadores é promover o recrutamento celular mediado
pelo aumento na expressao de integrinas e selectinas no endotélio vascular e
membranas de neutréfilos circulantes apoés rolarem e aderir ao endotélio
vascular, migram para o tecido alvo através da agdo de quimiocinas
(Medzhitov, 2008; Delves e Roitt, 2000). No foco inflamatoério, os neutrofilos
sdo ativados pelas citocinas liberadas pelas células residentes e por PAMPs,
fagocitando patogenos e produzindo fatores toxicos como as espécies
reativas a oxigénio (ROS) e nitrogénio, elastases e proteases, que promovem
a eliminac&o dos agentes infecciosos (revisto por Nathan, 2006). Contudo, se
a resposta desencadeada for muito intensa € possivel que ocorram danos ao
proprio individuo (Nathan, 2002).

Dentre as diversas substancias que sido capazes de disparar uma
resposta inflamatéria, o LPS € uma das mais utilizadas em ensaios pré-
clinicos in vitro e in vivo, induzindo diferentes graus de endotoxemia a
depender da dose utilizada (revisto por Zielen et al., 2015). A vantagem de se
utilizar o LPS em estudos de inflamacao sistémica é poder avaliar possiveis
alteragbes no padrao de resposta fisiopatoldégica decorrentes,
exclusivamente, da desregulagdo do sistema de defesa, ou seja, aspectos



relacionados com a proliferacdo ou liberagao de sinais pelos patégenos nao
estardo presentes neste modelo (Remik e Ward, 2005; Buras et.al., 2005).

1.1.1 - Choques sépticos e Endotéxicos

A sepse é uma condicdo estudada desde os primoérdios da
humanidade e do estudo da fisiologia e da patologia. Homero utilizou o termo
em sua obra, derivando da palavra grega “sepo” que significa putrefazer,
apodrecer (revisto por Funk et al., 2009) e desde entdo vem desafiando a
comunidade cientifica. De acordo com as Definicdes do Terceiro Consenso
Internacional para Sepse e Choque Séptico (Sepsis-3) (Singer et al. 2016), a
sepse € uma sindrome que afeta o funcionamento de diversos 6rgaos
mediante uma resposta inflamatoria ndo homeostatica a uma infecgao,
aumentando a complexidade e letalidade do quadro do paciente quando
comparada a uma infeccdo ou uma inflamacédo isoladamente. Quando
conjuntamente ha comprometimento metabdlico e circulatorio, temos o
choque séptico. E a situacdo que provoca o maior nimero de &bitos em
pacientes criticos (Gaieski, 2013). Em um estudo que avaliou no ano a
Amostra Nacional de Pacientes Internos (Nationwide Inpatient Sample - NIS),
a maior base de dados de pacientes internos dos Estados Unidos da
Ameérica, foi constatado que no ano de 2010 de 32,7% a 52% dos obitos
ocorreram em pacientes com sepse (Liu et al.,, 2014). Em levantamento
realizado pelo Instituto Latino Americano de Sepse (ILAS, 2018), no Brasil, no
ano de 2017, 20,6% e 54,2% dos pacientes diagnosticados com sepse e
choque séptico respectivamente foram a obito.

Mesmo com o avango da ciéncia moderna, 0S mecanismos
fisiopatoldgicos associados a sepse ainda precisam melhor compreendidos
(revisto por Perner et al., 2016). Sabe-se que durante a sepse ha uma
producdo nao regulada de diversas citocinas tanto pré-inflamatérias como
reguladoras em uma situagdo chamada de tempestade de citocinas (do
inglés cytokine storm) (revisto por Chousterman et al., 2017). Este quadro
leva a uma resposta inflamatéria desregulada, com desequilibrio
hemodinamico e lesdo de tecidos e orgaos (Rittirsch et al., 2008). Este

processo ndo €& uniforme entre individuos com sepse e o diagndstico é



predominantemente clinico. Em humanos, segundo critérios definidos no
Sepsis-3, um individuo & diagnosticado com sepse se houver suspeita ou
confirmacéo de infeccéo, pontuagédo de 2 ou 3 no qSOFA (Avaliagao rapida
de falha de 6rgao relacionada com sepse, do inglés quick sepsis related
organ failure assessment) ou um aumento de um total de 2 pontos no SOFA
(Singer et al., 2016). Para o choque séptico, considera-se que o individuo
esteja em sepse e presente hipotensdo arterial, necessitando de drogas
vasoativas para manutenc¢ao de presséao arterial média de 65mm/Hg e lactato
seérico de 2mmol/L apds reanimagao volémica (Shankar-Hari et al., 2016).

O papel do LPS foi primeiramente observado por Richard Pfeiffer
(1858-1945) quando estudou a colera e percebeu que a manifestagdo da
doenca nao dependia da viabilidade do vibrido colérico e postulou que os
sintomas no individuo infectado sdo dados apds a morte do vibrido, quando
seu conteudo intracelular altamente téxico € liberado, chamando esta
substancia de endotoxina (endo, do grego, interno) (Rietschel & Cavaillon,
2003). Hoje sabe-se que o LPS é presente primariamente no folheto exterior
da camada externa da membrana citoplasmatica de bactérias gram-
negativas. Trata-se de uma molécula anfifilica, importante para manutencao
estrutural da membrana, ndo permitindo a difusdo passiva de substancias
como antibidticos, detergentes ou demais substancias que poderiam ser
nocivas a bactéria (Zhang et al., 2013).

Estruturalmente, o LPS é composto de 3 partes, o O antigeno, um
centro de oligossacarideos e o lipidio A, responsavel por desencadear a
atividade biologica da resposta imune (Kabanov & Prokhorenko, 2010).
Extremamente imunogénico, pequenas doses como 2 ng/kg em humanos ja
elicitam hipertermia, taquipnéia, taquicardia e aumento do numero de
leucdcitos circulantes, reagdes semelhantes a sepse (Calvano & Coyle, 2012)
O reconhecimento do LPS pelas células apresentadoras de antigenos se da
através da associagdo com as proteinas acessorias CD14 (grupamento de
diferenciagao, do inglés cluster of differentation) (Wright et al.,1990) e a
proteina de ligagdo ao LPS (LBP, do inglés LPS-binding protein), o LPS é
reconhecido pelo heterodimero composto pelo receptor do tipo Toll 4 (TLR4)
e a proteina mieldide diferenciadora 2 (MD-2) (Shimazu et al. 1999), que se

oligomerizam e promovem cascatas de sinalizagdo através da interagdo com



dominios de receptores toll-interleucina 1 (TIR, do inglés Toll-interleukin-1
receptor) dependentes ou ndo dependentes do gene de resposta primario de
diferenciagao mieloide 88 (MyD88) (Kagan & Medzhitov, 2009). Esta ativacao
induz, dentre outras, na ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB),
permitindo a transcricdo de diversas citocinas reguladoras do processo
inflamatorio com o TNF (fator de necrose tumoral), interleucina 1 beta (IL-1()
e interferons do tipo | (Lu et al. 2008). Em células dendriticas, a ativagado do
TLR4 faz com estas se maturem e migrem para linfonodos, onde apresenta
antigenos além de secretar citocinas modulatérias como, por exemplo, a IL-
12 (revisto por Mellman, 2012). Na presenca deste fator, linfocitos T naives
sdo induzidos a diferenciagdo, através da regulagdo positiva do fator de
transcrigcdo Thet, polarizando linfocito T helper em um padréo de atividade do
tipo 1 (Th1). Este fendtipo celular produz INFy (interferon gama), uma citocina
que age positivamente na diferenciagdo de outros linfocitos T CD4+ naives
para o padrao Th1, além de aumentar a capacidade fagocitica de macréfagos
(Sallusto, 2016).

A administracdo de LPS como modelo experimental &€ extensamente
utilizada pois mimetiza diversos aspectos da fisiopatologia inflamatoria vista
em infecgbes bacterianas de maneira dose-dependente (Comstock et al.,
1998), permitindo assim um controle rigoroso através do estimulo de um
unico mediador pré-inflamatério (Buras et.al., 2005).

Quando o LPS injetado € devidamente neutralizado e eliminado pelo
sistema imunolégico, o organismo possui diversos mecanismos para a
resolugcdo do processo inflamatério e retorno a condicdo de normalidade
(Serhan et al., 2015).

1.1.2 - Regulacao do processo inflamatério

Durante muito tempo pensou-se que a resolugdo do processo
inflamatorio seria passivamente realizada com a diminuicdo dos mediadores
pré-inflamatérios, barrando a migragdo e ativagdo dos neutrofilos e
possibilitando a regeneracéo do local (Haslett e Henson, 1988; para revisao
ver Headland e Norling, 2015). Entretanto, foi demonstrado que tao ativa
quanto o disparo do processo, a fase de resolucido também esta associada



com diversos mecanismos de acéo (Buckley et al., 2013). Estes processos
envolvem a desativagao dos leucécitos, o clearance celular com a migragao
e/ou morte das células que participaram do processo inflamatério e a
fagocitose de residuos celulares e dos agentes infecciosos que restaram,
possibilitando a restauragéo tecidual (Serhan et al., 2007).

Diversos sdo os mecanismos existentes para o controle e resolugao da
inflamag&o. Concomitantemente aos mecanismos associados com a remog¢ao
efetivo dos agentes agressores locais, os linfocitos T reguladores (T-reg)
entram em acgao, liberando IL-10, uma interleucina de ac¢ao anti-inflamatoéria e
a acédo das ceélulas-tronco mesenquimais do estroma (MSC) que atuam
secretando antagonistas de receptores de IL-1, prostaglandina E> (PGE3) e
proteina gene 6 estimulada por TNF (TSG-6), agentes que, em um primeiro
momento, previnem uma reacgao inflamatéria exacerbada e, posteriormente,
promovem o retorno do local a condig&o pré-inflamatéria (revisto por Buckley
et al., 2014; Prockop et al., 2012).

A IL-10 é produzida por diversas ceélulas imunocompetentes tais como
linfécitos Th1, Treg, linfocitos B, macrofagos, células dentriticas e outras
(Ouyang et al., 2011). Atuam de maneira autocrina e paracrina através da
ativacédo do receptor IL-10R e da via das janus quinases/transdutor de sinal e
ativador de transcricédo, (JAK/STAT, do inglés signal transducer and activator
of transcription), especialmente a STAT3. Esta via inibe a producéo de
citocinas pro-inflamatorias como TNF e IL-12, regulando a resposta Th1.
(Moore et al, 2001). Pela inibicdo da via do alvoda rapamicina
de mamiferos (MTOR, do inglés ‘mammalian target of rapamycin®), atua
também alterando o metabolismo de macréfagos e suprimindo sua
polarizagéo proé-inflamatoria (Ip et al., 2017).

Além das respostas imunologicas celulares e humorais, foram
encontrados também mecanismos neuronais de controle do processo
inflamatorio, dentre eles o chamado Reflexo Inflamatério (RI) (Tracey, 2002).
Neste sistema, o nervo vago sinaliza o processo inflamatorio ao sistema
nervoso central (SNC) por meio de suas fibras vagais aferentes, estimuladas
por substédncias como TNF, IL-18 e endotoxinas. Considerando as vias
descendentes, as fibras eferentes colinérgicas vagais modulam diretamente,

por meio de receptores nicotinicos do tipo alfa 7 (Wang et al., 2003), ou



indiretamente, como no caso do baco, a liberacdo de noradrenalina por
nervos simpaticos, inibindo a sintese de TNF e outros mediadores imunes por
macrofagos e linfocitos (Andersson e Tracey, 2012; Rosas-Ballina e Tracey,
20009).

Alguns trabalhos tém demonstrado que estas aferéncias podem ser
utilizadas como forma de regulagédo da resposta imunoldgica, como é o caso
do estimulo elétrico do nervo vago, capaz de modular processos inflamatérios
como a sepse (revisto por Wang et al., 2016). Uma outra forma de estimulo
destes eixos imunomodulatorios é a acupuntura (Scognamillo-Szab¢ et al.,
2004; Torres-Rosas et al., 2014). Esta técnica milenar que compde a
medicina tradicional chinesa utiliza como ferramenta para produgdo de
aferéncias a puncdo de pontos com localizagdo tradicionalmente
determinada, por agulhas filiformes, sem luz, desprovidas de substancias
ativas. Seu efeito € causado pelo estimulo mecanico da puncao, podendo ser
somados a este, estimulos elétricos, como na eletroacupuntura (Birch e Felt,
2002). Com o avango das pesquisas nas ultimas décadas, a acupuntura vem
ganhando cada vez mais espaco, integrando-se a medicina moderna. Alguns
de seus mecanismos de agao tém sido elucidados, sendo que hoje ha
estudos clinicos suficientes para que a pratica seja reconhecida pela
Organizagdo Mundial da Saude no tratamento de diversos males (OMS,
2003).

Um dos pontos mais estudados é conhecido pela sigla E36 (ST36 no
inglés), localizado lateral a tuberosidade da tibia. Pesquisas de seus efeitos
demonstram que a estimulagao deste ponto diminui a mortalidade de animais
submetidos a sepse experimental através da modulacdo de vias
dopaminérgicas (Torres-Rosas et al., 2014), suprime o processo inflamatério
em patas de ratos através de opioides periféricos (Kim et al, 2006) e atenua a
producdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF e IL-13 além de inibir o
influxo de ions de calcio pela inativagcdo de sinalizacdo por TLR4/NF-kB
(Chen T. et al.,, 2018). Estes efeitos estdo associados com a ativagdo do
sistema nervoso autbnomo que, por sua vez, controla a atividade das células
imunocompetentes periféricas e estudos que avaliam os sistemas
neuroimunomodulatérios ja sdo bem descritos e aceitos na literatura (revisto
po Tracey, 2009).



Além das modulagbdes simpaticas e parassimpaticas, o padrdo de
resposta de defesa também é regulado por vias neuroenddcrinas como o eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal (Malek et al., 2015; Bellavance e Rivest, 2014) e
o eixo imune-pineal (Markus et al., 2018). Estes eixos sdo modulados por
aferéncias neurais e, uma vez que possuem componentes fora da barreira
hematoencefalica, diretamente por sinais imunolégicos presentes na
circulagao sanguinea. A seguir serdao abordados com mais detalhes o papel
do sistema melatonérgico no controle de respostas de defesa, em condigdes
inflamatdrias dentre elas os choques sépticos e endotdxicos.

1.2 Sistema melatonérgico

1.2.1 Gandula Pineal

A historia da glandula pineal esta enraizada na propria origem da
cultura ocidental. Foi primeiramente descrita na Grécia por Herdfilo por volta
do século Il a.C. Galeno, no século Il d.C. nomeou a estrutura como
coronariun (cone em latim) e, mais tarde, de pinealis, palavra que deriva de
pinea, pinha em latim, nome esse mantido até os dias atuais (Erlich et al.,
1985).

As fungdes da glandula pineal foram primeiramente associadas a
temas espirituais e metafisicos na antiguidade. Na época de Galeno a pineal
era considerada uma valvula que regulava a passagem da pneuma (do
grego, respiragdo, o equivalente ao conceito de alma nos dias atuais) entre
os ventriculos cerebrais. Avangando no tempo, no seéculo XVII, para
Descartes a pineal era considerada o local de fusdo do corpo e o espirito,
onde seriam gerados os pensamentos e a consciéncia (Shoja et al. 2016). Foi
apenas no final da década de 1950 que a fisiologia da glandula pineal passou
a ser desvendada por Lerner et al. (1958), que isolaram uma substancia ativa
de pineais oriundas de bois capaz de clarear a pele de sapos e peixes,
batizada de melatonina, do grego melas (preto) e tosos (trabalho) (Axelrod,
1974).

A glandula pineal é uma pequena estrutura que pesa cerca de 100

miligramas no ser humano e 1 mg em camundongos. Deriva



embriologicamente do tubo neural e esta localizada entre o mesencéfalo e o
diencéfalo em uma posigéo centralizada no encéfalo (Axelrod, 1974; Mgller &
Baeres, 2002). Trata-se de um 6rgao circunventricular, ou seja, cujo sistema
vascular € composto por vasos que nao possuem propriedades da barreira
hematoencefalica, havendo uma grande permeabilidade passiva de solutos
circulantes (revisto por Daneman & Prat, 2015). Esta estruturacdo
morfolégica permite que a pineal seja sensivel as alteragdes sistémicas que,
por ventura, possam ocorrer no organismo como, por exemplo, variagcdes
hormonais, de citocinas ou agentes biolégicos/patogénicos como virus e
bactérias.

Estruturalmente, a pineal € composta em menor quantidade por
células endoteliais, células da glia (principalmente astrécitos e micréglia),
fagocitos perivasculares e neurbnios e em maior quantidade
(aproximadamente 90% do total) por pinealdcitos, células neuroendocrinas
responsaveis pela producdo de melatonina (revisto por Karasek & Reiter,
1992; Mgller & Baeres, 2002).

Funcionalmente, a glandula pineal € uma componente chave do
relégio bioldgico endoégeno que recebe aferéncias nervosas, trazendo
informacdes sobre a luminosidade ambiental e, por meio da produgdo de
melatonina, regula ciclos diarios e sazonais no organismo como, por
exemplo, os ciclos de vigilia-sono e reprodutivos (Goldman, 2001). Mais
recentemente, como sera comentado mais adiante, diversas funcdes
imunoregulatorias da pineal tém sido descritas (Carrillo-Vico et al., 2013;
Markus et al., 2018)

1.2.2 Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) €& uma indolamina
produzida a partir do triptofano e que, produzida pela glandula pineal, atua
como um marcador de auséncia de luz (Reiter, 1991). Sua produgéo se inicia
a partir da captacdo de triptofano da circulagdo que é hidroxilado em 5-
hidroxitriptofano  (5-HTP) pela triptofano hidroxilase 1 (TPH1) e
descarboxilado, formando serotonina (5-hidroxitriptamina) pela agdo da 5-
HTP descarboxilase (Martinez et al., 2001). Quando n&do ha luz no ambiente,
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o Nucleo Supraquiasmatico (NSQ) ativa os Nucleos Paraventriculares do
Hipotalamo (PVN) através da liberagdo de glutamato, ativando a coluna
intermédio-lateral da medula espinal (Kalsbeek, 2002). Fibras emergentes
simpaticas do ganglio cervical superior liberam noradrenalina e ATP na
glandula pineal, ativando, respectivamente, receptores [(-adrenérgicos e
purinérgicos P2Y1 em pinealocitos (Ferreira et al., 2003). Em pineais de
primatas, este estimulo leva a fosforilacdo da enzima arilalquilamina N-
acetiltransferase (AANAT) formando a PAANAT e induzindo sua conjugacao
com a chaperona 14-3-3. Nesta conformagao a AANAT fica ativa e protegida
da agao de protessomas (Ganguly et al., 2001). Em roedores, o estimulo [3-
adrenérgico sobre a pineal promove a transcricdo do gene e tradugdo da
enzima AANAT e também a formagao de PAANAT, (Schomerus et al., 2000).
Apesar da ativagao isolada de receptores a-adrenérgicos em pinealdcitos nao
induzir a transcricao de AANAT, esta é capaz de potencializar os efeitos do
estimulo B-adrenérgico (Klein et al., 1983).

A PAANAT promove a acetilagdo da serotonina, formando N-
acetilserotonina (NAS) que ¢é metilada pela enzima acetilserotonina
metiltransferase  (ASMT, previamente chamada de hidroxiindol-O-
metiltransferase, HIOMT) (Axelrod e Weissbach, 1960), produzindo a
melatonina, que é liberada na corrente sanguinea. Na presenca de luz, o
pigmento especializado presente nas células ganglionares fotossensiveis da
retina chamado melanopsina (Hattar et al., 2002) é estimulado, fazendo com
que o NSQ iniba o PVN, a partir de uma via mediada por acido gama-
aminobutirico (GABA). Com isso ha a inibicdo da expressao/atividade da
AANAT e, consequentemente, da produgao de melatonina (para revisdo ver
Simonneaux e Ribelayga, 2003).

Amplamente conhecida por suas fungdes cronobidticas, a melatonina
possui uma miriade de efeitos nos mais variados seres vivos. Trata-se de
uma molécula filogeneticamente conservada, sendo produzida por
cianobactérias, células procariotas que surgiram no inicio da de vida na Terra
(Tilden et al., 1997). Nestes organismos, acredita-se que a melatonina tem
como fungdo combater os efeitos nocivos do oxigénio e seus subprodutos, ja

que apresenta potente efeito antioxidante, sendo considerada por muitos
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como essencial para o surgimento da vida aerdbia na Terra (revisto por
Manchester et al, 2015).

Em mamiferos, além da glandula pineal, a melatonina também é
produzida por diversos outros tecidos e células pela mesma via de
biossintese. Stefulj et al. (2001) detectou o RNA mensageiro (RNAm) para
AANAT e ASMT em todos os 16 tecidos analisados, como coragao, pulméao,
timo, estbmago, nucleos da rafe e testiculos. De fato, em muitos tecidos, a
melatonina é encontrada em concentragdes maiores do que a circulante, ndo
oscilando de maneira circadiana (Acufia-Castroviejo et al., 2014). Em
mamiferos, ha uma grande concentragdo de melatonina no sistema
digestério, sendo maior no intestino grosso (Messner et al., 2001). No
intestino a melatonina ¢é produzida nestes tecidos por células
enterocromafins, ricas em serotonina, reagindo a ingesta de alimentos e
situacdes inflamatdérias como colite e proctite ulcerativa (Chojnacki et al.,
2013). Por fim, como sera abordado mais a frente, a melatonina produzida
por células imunocompetentes apresenta uma série de papeis

imunorreguladores.

1.2.3 Receptores de melatonina

Em vertebrados, a melatonina age em dois receptores conhecidos
como MT1 e MT2 (antigamente chamados Mel1a ou ML € Mel1b ou ML1g).
Sao receptores acoplados a proteina Gai/o que quando ativados inibem a
producdo de monofosfato ciclico de adenosina (cCAMP), induzindo uma menor
ativacdo de proteina quinase A (PKA) e fosforilagdo, dentre outros alvos
intracelulares, da proteina de ligagdo ao elemento de resposta do AMPc
(CREB) (Liu et al., 2016). Além disso, a ativagao destes receptores também
pode sinalizar pela via da proteina quinase ativada por motégeno (MAPK) e
da fosfolipase C (para revisao ver Jockers et al., 2016, Cecon et al., 2017).

Pela sua alta homologia com MT1 e MT2 (50%) o receptor acoplado a
proteina G 50 (GPR50) também é considerado da familia dos receptores de
melatonina sem, no entanto, apresentar afinidade a ela ou a qualquer outra
substancia conhecida, sendo considerado um receptor orfao (Reppert et al.,
1996). Recentemente foi constatado que o GPR50 age formando complexos
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com outros receptores, se oligomerizando com MT1 e MT2. O heterodimero
MT1/GPR50 tem uma menor afinidade com a melatonina do que o MT1
isolado, diminuindo assim sua agao biologica (Levoye et al., 2006).

Os receptores de melatonina estdo presentes nas mais variadas
células de mamiferos, no sistema nervoso central pode ser encontrano nos
NSQs, talamo, cerebelo e outros (Mazzucchelli et al., 1996), na retina, aorta,
glandula parétida, rins, adipdcitos, células imunocompetentes e muitas outras
(Hardeland el al., 2011; Zlotos et al., 2014)

A administracdo de melatonina e outros agonistas MT1/MT2 vem
ganhando espago tanto em pesquisas basicas quanto em ensaios pré-
clinicos e clinicos pelo mundo. Como efeitos imunomoduladores da
administragdo de melatonina podemos citar estudos relacionados com os
modelos onde a melatonina foi administrada via oral por 6 semanas e
diminuiu o estado inflamatério de ratos obesos diabéticos, verificado pela
diminuigdo dos niveis de TNF, IL-6 e proteina C reativa em comparagao a
ninhadas n&o obesas (Agil et al., 2012, 2013). A administragdo de melatonina
por 30 dias diminuiu niveis de citocinas proé-inflamatérias (TNF, [L-1p),
marcadores de apoptose além de prevenir dano ao RNA por estresse
oxidativo no pulméao de ratos idosos (Puig et al., 2016). Quando macréfagos
sdo incubados com melatonina e exposto a LPS, foi observado que houve
uma diminuicdo da producédo de TNF, IL-1p, IL-6, IL-8 e IL-10 modulando a
cascata de sinalizagdo do TLR4 (Xia et al., 2012). Ainda em macréfagos,
analise com microarray demonstrou que a melatonina modula sinalizagdo dos
fatores reguladores de interferon (IRFs) e das STATs, suprime expressao
génica relacionada a infecgédo viral além de diminuir a atividade fagocitica
pela desestabilizagdo da actina e alterando o citoesqueleto do macrofago
(Kadena et al., 2017).

Interessante notar que a melatonina administrada in vivo nestas
pesquisas esta na faixa de contracdo de mM enquanto que a concentragao
plasmatica fisiologica esta na faixa de pM a nM tanto em humanos como em
roedores (Nogueira et al., 2013; Bubenik et al., 1997). Assim, apesar de muito
se pesquisar os efeitos da administragdo da melatonina no organismo, ainda

ha muito a ser desvendado sobre seu mecanismo de acdo. Neste contexto,
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temos a produgdo ajustada de melatonina como um ponto central na
modulagdo de resposta imunologicas pelo chamado Eixo Imune-Pineal
(Markus et al., 2018).

1.2.4 Eixo Imune-Pineal

Como mencionado anteriormente, o sistema melatonérgico tem uma
intrinseca ligagdo com o sistema imune. A alternancia entre o foco de
producdo de melatonina da glandula pineal para células imunocompetentes e
de volta para a pineal ajusta a resposta imunolégica, permitindo tanto sua
montagem assim como a resolugdo das respostas de defesa. A esta
interacdo entre os sistemas imunoldgico e melatonérgico foi dado o nome de
Eixo Imune-Pineal (Markus et al., 2007, 2018).

Esta relagao foi primeiramente observada por Lopes et al. (1997), que
constatou que o tamanho da pata de camundongos infectados cronicamente
com o bacilo Calmette-Guerin (BCG) apresentava uma oscilagao ritmica
circadiana. Interessantemente, nestes experimentos foi constado que o
tamanho da pata inflamada era maior na fase de claro ambiental quando
comparado a fase de escuro e que este ritmo era abolido em animais
pinealectomizados e reestabelecido caso a melatonina fosse suplementada
na fase de escuro. Estes dados indicavam que a produgdo de melatonina
pela pineal poderia estar inibindo o processo inflamatoério durante a noite. No
caso de inflamacgdes crénicas este tipo de efeito € importante pois permite ao
individuo de habito noturno realizar as atividades necessarias para sua
sobrevivéncia.

De maneira concordante com as observagdes anteriores, foi
observado que, em concentragdes compativeis com as encontradas no
sangue durante a noite, a melatonina inibe o rolamento e a ades&o de
leuctcitos pela camada endotelial de vasos sanguineos, impedindo a
migracdo dos mesmos para tecidos adjacentes (Lotufo et al., 2001). Este
efeito, em situagcbes de higidez, impede a montagem de processos
inflamatdrios inadequados através da inibicao da produgao de oxido nitrico na
parede dos vasos (Silva et al, 2007) e da expressédo de moléculas de adesao
no endotélio vascular (Tamura et al., 2010; Margola et al., 2013).
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Contudo, a produgao noturna de melatonina pela pineal dificultaria a
instalacdo de respostas inflamatérias adequadas fundamentais para a
sobrevivéncia dos individuos. Portanto, seria de se esperar que padrboes
associados a patogenos e/ou sinais produzidos nas fases inicias de
respostas de defesa pudessem bloquear ou diminuir a producdo de
melatonina pela pineal. Corroborando, a hipétese da glandula pineal como
uma aferéncia do sistema imunoldgico, Fernandes et al. (2006)
demonstraram que a glandula pineal quando incubada com a citocina proé-
inflamatoria TNF apresenta transcrigdo reduzida da enzima AANAT e,
consequentemente, inibicdo da producdo de NAS, o precursor imediato da
melatonina. A correlagdo negativa entre TNF e melatonina circulante também
pdde ser observado in vivo em mulheres com mastite (Pontes et al., 2006) ou
apos parto por cesarea (Pontes et al., 2007) que apresentavam aumento de
TNF circulante e uma supressdo nos niveis noturnos de melatonina. Ja da
Silveira Cruz-Machado et al. (2010) demostraram que a glandula pineal
possui o receptor TLR4 e quando incubada com LPS apresenta ativacédo de
subunidades inibitérias da via do NF-kB, producdo aumentada de TNF e
receptores de TNF e reducdo na producdo de melatonina. Por fim, dados
obtidos in vivo mostraram que ratos inflamados sistemicamente com injecao
intravenosa de LPS 0,5 mg/kg apresentaram redugdo na concentragcao
circulante de melatonina nas primeiras horas da resposta (Tamura et al.,
2010; Fernandes et al.,, 2017). Esta reducdo esta relacionada com a
diminuicdo na expressdo das moléculas de adesdo ICAM (molécula de
adeséo intracelular, do inglés intracellular adhesion molecule) e PECAM
(Molécula de adesao intracelular de plaquenas e células do endotélio, do
inglés platelet endotelial cell adhesion molecule) no endotélio vascular e com
a diminuicdo da adesao de células polimorfonucleares ao endotélio vascular
(Tamura et al.,, 2010). Deste modo, a diminuicdo da produgao central de
melatonina por TNF ou LPS auxilia a montagem da resposta inflamatoria,
uma vez que libera a migragao de células imunocompetentes para os tecidos
afetados.

Corticosteroides, hormdnios produzidos pelas glandulas adrenais e
intrinsicamente ligados a processos imunorregulatérios apresentam agdes

duais sobre o sistema melatonérgico. Quando receptores de glicocorticoides
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(GR) s&o estimulados conjuntamente a receptores a e (-adrenérgicos, &
observado uma inibicdo da produgdo de melanina pela glandula pineal
(Fernandes et al., 2017). Esta situagcdo € compativel com momentos de
estresse imune, onde ha um aumento do tonus simpatico (Pongratz e Straub,
2014) associada a uma ativac&o do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) e
estaria contribuindo com a inibicdo inicial da melatonina. Ja quando a
ativacdo de GRs ocorre conjuntamente com apenas receptores 3
adrenérgicos, ha um aumento da produgao de melatonina (Fernandes et al.,
2017). O conceito do Eixo Imune-Pineal propde que nas fases de regulacdo
do processo inflamatério, uma diminuigdo do estimulo simpatico faz com que
receptores [(-adrenérgicos sejam predominantemente ativados na pineal e,
em conjunto com ativagdo de GRs por glicocorticoides, restaure a producao
noturna de melatonina. Além disso, outros mediadores imunolégicos como o
interferon-gama também podem aumentar a produgdo de melatonina pela
pineal nas diferentes fases da resposta inflamatoria (Barbosa-Lima, 2015).

Inversamente ao que ocorre na glandula pineal, em células
imunocompetentes, citoninas pré-inflamatérias ou PAMPs que ativam a via
do NF-kB através da translocacdo dos dimeros c-Rel/c-Rel, c-Rel/p50 e c-
Rel/RelA, promovendo a transcricdo de AANAT e induzem a producgao de
melatonina (Murxel et al., 2012). A producédo de melatonina por estas células
atua de maneira autocrinas e paracrina induzindo, por exemplo, o aumento
da atividade fagocitica de mondcitos através do aumento de expressao de
dectina-1 (Pires-Lapa et al., 2013), a proliferacdo e apresentagdo de
antigenos por linfocitos-T, induzindo a producéo de interleucina 2 (IL-2), INF-
y e IL-6 por células mononucleares presentes na circulagao periférica (Miller
et al., 2006). Nas fases regulatérias da resposta imunolégica, a presenga de
melatonina pode atuar inibindo a sintese de TNF, IL13, IL6, IL-8 e IL-10 em
leucdcitos, além de atenuar a regulacao positiva de ciclooxigenase-2 (COX-2)
e de oxido nitrico-sintase induzivel (iNOS), contribuindo para o retorno ao
estado quiescente destas células (Xia et al., 2012).

Deste modo, a troca do local de producdo da melatonina, da pineal
para tecidos e 6rgéos periféricos € o conceito chave do eixo imune-pineal e
sua ativagado apropriada € de extrema importéncia para que 0s organismos
sejam capazes de lidar tanto com situag¢des de higidez quanto de perigo.
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1.2.5 Sepse e melatonina

Apesar a existéncia de inumeros processos fisioldgico regulando tanto
a montagem quanto o controle do processo inflamatério, ha situagées onde
este equilibrio € quebrado apresentando graves riscos a integridade do
organismo. Nos contextos em que ocorrem ativagdes descontroladas do
sistema imunologico (como na sepse e choque séptico), &€ provavel que um
ou mais dos eixos de regulagdo do processo inflamatério estejam mal
ajustados, dentre eles o eixo imune-pineal.

Diversos estudos tém avaliado as alteragdes na produgdo de
melatonina em quadros inflamatérios desregulados e a eficacia do tratamento
com melatonina em proteger os individuos da instalagdo do quadro ou
revertera mortalidade e comorbidades associadas.

Estudo abordando a correlagdo entre a concentragdo de melatonina
plasmatica e a intensidade do choque séptico em humanos mostrou que o
ritmo circadiano de melatonina esta alterado em pacientes em estado critico
e com sepse grave (Mundigler et al., 2002). Outro estudo em humanos
mostra que a concentracdo de melatonina circulante esta aumentada em
pacientes com choque séptico em relacdo a pacientes ndo sépticos ou
voluntarios controle (Bagci et al., 2011). Nas fases iniciais do choque séptico,
a ritimicidade de melatonina € perdida por um aumento mais pronunciado
durante o dia. Além disso, este aumento se correlaciona positivamente ao
aumento das citocinas pro-inflamatérias TNF e IL-6 (Li et al., 2013). Apesar
dos autores nao discutirem tal possibilidade, um efeito destas citocinas sobre
a producdo de melatonina por células imunocompetentes ou outras fontes
extra pineal poderia explicar o aumento de melatonina observado.

Estudos realizados em roedores demonstram que o tratamento com
melatonina diminui a produg&o de citocinas pro-inflamatorias (Carrillo-Vico et
al., 2005; Wu et al., 2008), degeneracédo hepatica (Sewerynek et al., 1995),
faléncia circulatoria (Wu et al., 2001) e aumenta a sobrevivéncia dos animais
(Wu et al., 2001; Carrillo-Vico et al., 2005). Um dos aspectos relacionados
com as alteragdes vasculares observadas em choques sépticos/endotdxicos
€ a producgéo exacerbada de oxido nitrico (Mestriner et al., 2007, Nardi et al.,
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2014, Scheschowitsch et al.,, 2015). Concentragdes de melatonina
compativeis as encontradas na circulagdo durante a noite reduzem a
producdo de o6xido nitrico por células endoteliais vasculares (Tamura et al.,
2009, Escames et al., 2003).

A redugdo na migragédo tecidual de neutrofilos durante quadros de
inflamacé&o sistémica esta associada a uma maior letalidade (para revisao ver
Sonego et al., 2014). Esta diminuicdo na migragdo de células
imunocompetentes para o foco infeccioso é mediada por uma maior ativagao
de receptores de TNF (Secher et al., 2009). Como mencionado
anteriormente, o TNF inibe a produgao hormonal da pineal (Fernandes et al.,
2006) mas, aumenta a produgdo de melatonina por células
imunocompetentes (Pontes et al.,2006; Muxel et al., 2012). No contexto do
eixo imune-pineal, a redugdo da melatonina circulante facilita a migracao de
leucécitos mono e polimorfonucleares e que nos diferentes compartimentos
(periféricos ou do sistema nervoso central) algumas células
imunocompetentes (fagocitos e linfocitos, por exemplo) passam a produzir
melatonina localmente, controlando aspectos imunologicos tais como
producdo de citocinas e capacidade fagocitica (Markus et al., 2018).
Considerando o papel inibitorio da melatonina sobre adesao de neutrdéfilos ao
endotélio vascular (Lotufo et al., 2001, Tamura et al., 2010), uma producao
indevida desta indolamina pela pineal ou fontes extra pineais poderia, nas
fases iniciais do processo inflamatdrio, agravar o quadro. A migragao
inadequada das células imunologicas entre os diferentes compartimentos
corpéreos poderia resultar, por exemplo, em uma imunomodulagdo
prejudicada e/ou ativagao dessas ceélulas em locais inadequados.

Até o momento, além da producdo de melatonina circulante e
metabdlitos urinarios, nenhum trabalho comparou o padrdao de ativagido do
sistema melatonérgico entre processos inflamatorios sistémicos bem
ajustados (ndo letais) e desregulados (letais). Além da alternéncia na
producdo de melatonina preconizada pelo Eixo Imune-Pineal, altera¢cdes na
capacidade de células imunocompetentes em perceber a melatonina também
devem ser consideradas. Neste sentido, a analise do padrao de expressao
dos receptores de melatonina MT1 e MT2 em células imunocompetentes nas

situacoes inflamatodrias letais e ndo letais pode ser uma fonte de informagao
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potencialmente relevante, ndo apenas para o entendimento mais profundo do
papel deste sistema melatonérgico durante processos inflamatérios, mas
também para a proposicdo de terapéuticas melhores direcionadas de
quadros inflamatérios desregulados e letais.

Com base neste referencial tedrico, as seguintes hipoteses de
trabalham foram testadas na presente dissertacdo: 1) a ativagdo do eixo
imune-pineal durante quadros endotoxicos letais esta alterada em
comparagao a um quadro nao letal; 2) estas diferengas estdo associadas
tanto com a dinamica de produgdo de melatonina pela gléandula pineal e
células imunocompetentes quanto com a expressdao de receptores de
melatonina MT1 e MT2 em células imunoldgicas; 3) a protecdo dada pela
estimulacao elétrica do ponto de acupuntura E36 estara associada com o
ajuste na ativagao do eixo imune-pineal e 4) a modulagédo d a atividade dos
receptores de melatonina Mt1 e MT2 sera capaz de mortalidade induzida por
choque endotdxico letal.
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2. OBJETIVOS

Esta dissertagcdo tem como objetivo caracterizar o padrao de ativagéo
e avaliar a relevancia do eixo imune-pineal em processos inflamatorios
sistémicos letais e n&o letais induzidos por injecdo intravenosa de LPS em
ratos.

Além disso, foram avaliados os efeitos de tratamentos que visam
restabelecer o funcionamento do sistema melatonérgico. Para tanto, duas
estratégias foram utilizadas: i) tratamento dos animais com estimulagéo
elétrica de ponto de acupuntura que induz efeitos imunoreguladores (E36) e
i) tratamento com farmaco agonista MT1 e antagonista MT2 (5-HEAT).

Nos experimentos foram avaliados os perfis temporais de produg¢ao de
melatonina, corticosterona e citocinas no plasma, expressao das enzimas da
via de sintese de melatonina, AANAT, PAANAT e ASMT, assim como dos
receptores desta indolamina, MT1 e MT2 em macrofagos e linfécitos,
sanguineos e teciduais. A sobrevivéncia dos animais também foi determinada

na caracterizacao dos modelos e para avaliar a eficacia dos tratamentos.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar livres de patdgenos
especificos com 2 a 3 meses de idade provenientes do biotério do IB-USP.
Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12/12h, com ZT0 as
20:00 (ZT: Zeitgeber Time, termo advindo do alemé&o significando “doador de
tempo”, ZTO é definido como 0 momento em que as luzes se acendem) e
recebendo ragéo e agua ad libitum. Eutanasia realizada por decapitagédo por
guilhotina. Todos os procedimentos descritos foram aprovados pela CEUA do
Instituto de Biociéncias da Universidade de S&o Paulo (Protocolo CEUA
IBUSP 207/2014).

3.2 Escolha do modelo

A endotoxemia por administragdo de LPS i.v. foi escolhida em
detrimento de outros modelos de choque inflamatorio pela possibilidade de
controle da intensidade da reacéo (letal ou néo letal) através da mudancga de
dose administrada, ndo sendo necessaria a adigdo de outros procedimentos.
Além disto, trata-se de uma inflamacao estéril, onde ndo ha a presenga de
microorganismos perpetuando a reagéo inflamatéria e modulando a resposta
imune. Deste modo, no presente trabalho a mortalidade decorrente do
choque endotoxico era dependente exclusivamente da desregulagdo da
resposta imunoldgica.

O padrao ouro para modelo de choque séptico, o ligamento e pungao
cecal (CLP) tem como base o extravasamento de conteudo cecal no
peritdbnio, promovendo a migracdo de bactérias da flora intestinal para a
circulagao (Rittirsch et al., 2009). A partir dos dados obtidos na presente
dissertacdo servirdo de base de comparacdo para estudos futuros que

utilizem outros modelos de inflamacéao sistémica letal.
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3.3 Determinacao das doses letal e nao-letal de LPS

Foi realizado um ensaio de sobrevivéncia para determinar a dose ideal
de LPS a ser administrada para deflagrar uma reagao inflamatoéria ndo-letal e
um choque endotoéxico letal. Para tanto, ratos foram divididos em trés grupos,
variando a dose de LPS (0,5, 10 ou 15 mg/kg). O LPS foi injetado sempre no
ZT17 e foram acompanhados por até 8 dias, trés vezes ao dia. Em caso de
obito, o dia e hora foram anotados.

3.4 Tratamentos

- Caracterizacdo do modelo: animais injetados por via intravenosa (veia

caudal) com salina (Nacl 0,9%), dose néo letal de LPS (0,5 mg/Kg, diluido em
salina) ou dose letal de LPS (15 mg/Kg, diluido em salina) foram
eutanasiados 30 min, 1h, 2h ou 6h apds as injegdes, sempre no ZT18.

- Tratamento com eletroacupuntura: animais foram anestesiados e divididos

em grupos Sham (ponto sem agéo) e tratado (ponto E36). Apos 30 minutos
de estimulacao elétrica os animais foram injetados com salina, LPS letal (15
mg/Kg) e eutanasiados 30 min, 1h, 2h ou 6h apds as inje¢cbes, sempre no
ZT18.

- Tratamento com 5-HEAT: animais foram injetados com veiculo (DMSO 2%
em solucao salina), LPS nao letal, LPS letal ou LPS letal + 5-HEAT (1 mg/Kg;
na mesma seringa do LPS). Os animais foram eutanasiados 1h ou 6h apos

as injecoes.

3.5 Estimulacao elétrica de ponto de acupuntura

Neste grupo, os ratos receberam estimulo elétrico neuromodulatério
através da eletroacunpuntura ou estimulo sham. Antes da insergcdo de
agulhas, os ratos foram anestesiados com injecao intraperitoneal de solugao
contendo ketamina (72mg/kg) e xylasina (9,6mg/kg).

Apods 30 minutos na injegdo com anestésico foi inserida agulha de
acupuntura com profundidade de 3 mm no ponto E36 Zusanli, localizado a 2

mm lateral ao tubérculo anterior da tibia no musculo tibial anterior e 4 mm
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abaixo da regido mais distal da articulagdo do joelho. Nos grupos Sham, foi
estimulado um ponto sem efeito na via da inflamacgéo, localizado a 3 cm distal
ao ponto E36, a 5 mm da base da calda, no musculo Semitendineo. Em
ambos os grupos, foi realizado um estimulo elétrico nas agulhas durante 20
minutos com amplitude de onda de 4V, corrente de 40 mA, largura de pulso
de 50 ps e frequéncia de 10 Hz (baseado em Torres-Rosas et al., 2014)
utilizando um eletroestimulador apropriado (Cosmotron — Brasil). Apos 30
minutos do estimulo neuromodulatério ou sham, os animais dos grupos
Eletroacupuntura/LPS e Sham/LPS receberam injec&o intravenosa de LPS 15
mg/kg 1, 2 e 6 horas antes da eutanasia. Os grupos Sham/Salina e
Eletroacupuntura/Salina receberam inje¢ao intravenosa de solugdo salina,

nos mesmos tempos dos grupos que receberam LPS.

3.6 Sobrevivéncia de animais estimulados eletricamente ou tratados
com 5-HEAT

Foram realizados ensaios de sobrevivéncia para verificar o efeito da
eletroacupuntura e tratamento com 5-HEAT na sobrevivéncia de ratos que
receberam dose letal de LPS. Nos ensaios com EA, os ratos foram divididos
em dois grupos, recebendo eletroestimulagdo no ponto E36 ou ponto Sham e
apos 30 minutos, ambos 0s grupos receberam injegao i.v. de 15mg/kg de
LPS, no ZT17. Nos ensaios com 5-HEAT, os animais foram divididos em
injetados (i.v.) com veiculo + LPS letal (injetados simultaneamente no ZT17)
ou 5-HEAT+ LPS letal (injetados simultaneamente no ZT17). Os animais
foram acompanhados, trés vezes ao dia, durante oito dias. Em caso de obito,
o dia e hora foram anotados.

3.7 Coleta de soro e pineais

Logo apos a eutanasia, foram realizados dois cortes paralelos a sutura
sagital mediana no cranio, que foi rebatida e a pineal coletada. O sangue foi
coletado em recipiente com 300 ul de acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) na concentragcéo de 0,5M e centrifugado a 500g por 15 minutos a
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temperatura ambiente. Soro e pineal obtidos foram armazenados a -80 °C
para posterior analises.

3.8 Obtencao de leucécitos circulantes

Ap0s a retirada do soro foi adicionado ao sangue 10 ml de tamp&o de
lise contendo 11,5 mM de NH4ClI, 0,01 mM de EDTA e 1mM de KHCOs. Foi
feita uma incubacdo por 4 minutos a temperatura ambiente seguida de
centrifugacédo a 400 g por 5 minutos também a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 10 ml de
tampéo fosfato-salino (PBS) para filtragem em separador celular com trama
de 100 uym. A solucgédo resultante foi novamente centrifugada a 400 g por 5
minutos a temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado ressuspendido em 1 ml de meio RPMI para contagem em cédmara

de Neubauer.

3.9 Obtencao de leucécitos peritoneais

Logo apds a eutanasia foi realizado lavado peritoneal através de uma inciséo
de 1,5 cm do musculo reto abdominal com 15 ml de PBS gelado e conteudo
coletado foi centrifugado a 400G, 4°C por 15 minutos. Sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em 1 ml de RPMI para contagem

em camara de Neubauer.

3.10 Dosagens de melatonina, corticosterona e citocinas

As dosagens de melatonina, corticosterona e citocinas (TNF, IFN-y, IL-
4, IL-6, IL-10 e IL-12) no plasma foram feitas por kits comerciais (IBL,
Hamburgo, Alemanha) ou kits multiplex magnéticos (Merck-Millipore, EUA)
conforme recomendagdes dos fabricantes. Os limites inferiores de deteccao
dos kits sdo: corticoesterona — 5 nmol/L, melatonina — 3 pg/ml, TNF — 2,4
pg/ml, IFN-y — 14,6 pg/ml, IL-4 — 4,9 pg/ml, IL-6 — 73,2 pg/ml, IL-10 — 7,3
pg/ml e IL-12 — 12,2 pg/ml).
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O conteudo de NAS e melatonina nas glandulas pineais foi
determinado pela técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
com detecgdo eletroquimica, segundo método descrito por Ferreira e col.
(1994) e Mortani-Barbosa e col. (2000) com pequenas modificagbes. O
sistema cromatografico utilizado (Waters System, Milford, MA, EUA) foi
constituido por bomba Waters® 1525u operada isocraticamente, coluna de
fase reversa, Resolve C18 (particula esférica de 5uym; 3,9x150mm) mantida
em forno a temperatura de 35°C, injetor automatico Waters Autosampler
2707 e detector eletroquimico Waters® 2465 operado em modo DC (corrente
continua). Todos os pardmentros da analise foram controlados pelo programa
computacional Empower (Waters System, Milford, MA, EUA) e o potencial do
detector eletroquimico ajustado para +0,90 V versus eletrodo de referéncia
Ag/AgCl.

Solugdes estoque de NAS (1 mM) e melatonina (1 mM) foram
preparadas em HCI 0,1 M acrescido de 0,02% de metabissulfito de sédio e
0,02% de EDTA e diluidas, no momento da analise, em acido perclérico 0,1
M acrescido de 0,02% de metabissulfito de sédio e 0,02% de EDTA de modo
a se obter concentragcdes da ordem de 0,05 a 8,0 ng. As glandulas pineais
foram homogeneizadas com pistilo de teflon durante 15 segundos em banho
de gelo em 120 ul de uma solugdo de acido perclérico 0,1 M acrescido de
0,02% de metabissulfito de sodio e 0,02% de EDTA. Este material foi entdo
centrifugado a 18000 x g por 10 min a 40C e 20 ul do sobrenadante foi
injetado diretamente no HPLC. A fase movel utilizada para a analise de NAS
foi constituida de acetato de sédio 0,1 M, acido citrico 0,1 M, EDTA 0,15 mM
e metanol (96/4, V/V), pH 3,7 a um fluxo de 0,5 ml/min. Para a analise de

melatonina o volume de metanol foi acrescido para 25%.

3.11 Marcacao de células para citometria

As células obtidas do periténio e do sangue foram divididas em placas

de 96 pocos com fundo em “u (106 células por pogo), fixadas por
paraformaldeido (4% em PBS), permeabilizadas com triton (0,1% em PBS),
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ligacdes inespecificas bloqueadas com solugdo de albumina bovina (BSA,
2% em PBS) e marcadas com anticorpos primarios para CD11b\c conjugados
com PE (Biolegend - EUA) ou PECy7 (Biolegend - EUA) para marcagao de
fagécitos ou anticorpos primarios anti- CD3 conjugado a PE (Biolegend -
EUA) e ou anti-CD4 conjugado a PECy7 (Biolegend - EUA) para marcagao
de linfécitos T. Anticorpos primarios anti-AANAT, anti-PAANAT, anti-
ASMT,anti- MT1 ou anti-MT2 anti-rat (Rheabiotech - Brasil) foram incubados
por 1h e, apos lavagem com PBS foram incubados com anticorpo secundario
FITC anti-rabbit (Santa Cruz - EUA) por mais uma hora. Apds lavagem com
PBS, realizada analises por citdmetro de fluxo acoplado a microscopia Amnis
Flow Sight (EMD Millipore — Alemanha) utilizando-se laser 488 e uma

ampliagao de 20 vezes.

3.12 Citometria de fluxo

Apos coletadas, as amostras foram analisadas no software IDEAS
(EMD Millipore — Alemanha). Foi aplicada uma matriz de compensacao obtida
através da passagem de amostras contendo apenas um fluoroforo e
realizada separacéo dos fagocitos das outras células por regides (Figura 1) e
quantificada a fluorescéncia dos anticorpos relacionadas as enzimas e

receptores de interesse.
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Figura 1 — Regides de separagao para citometria. Com os dados
coletados, foi realizada separagédo por regides de interesse. (A) Com o
gradiente RMS (do inglés root mean square, raiz da média dos quadrados),
escolhe-se a regido com maior valor determinando um melhor foco 6tico da
amostra. (B) Dentro das células com foco adequado, sdo separadas as
células unicas, determinadas pelo aspect ratio, que é a relagao da altura com
a largura da célula com sua area. (C) Das células unicas, € escolhida a
regido positiva para marcagdo com o anticorpo de interesse (anti-CD11b/c,
no exemplo) delimitando assim os fagécitos da populagdo coletada. (D)
Imagens obtidas de cada célula, com campo claro e fluorescéncia, neste
caso de fagécito expressando CD11b/c (PE) e ASMT (FITC)

3.13 Analise Estatistica

Os dados coletados serdo comparados por analise de variancia de
uma ou duas vias seguidas pos-testes de Tukey ou Bonferroni. Comparagao
entre dois grupos sera feita por teste t de Students. Os dados sé&o
apresentados como média + erro padrao da média. Analises univariadas de
sobrevivéncia foram feitas utilizando curvas de Kaplan-Meier e os testes log-
rank (Mantel-Cox) e Gehan-Breslow-Wilcoxon. Foi adotado nivel de
significancia de 5% (p<0,05). As analises estatisticas foram realizada pelo
software Graph Pad Prism verséo 6.0 (GraphPad Software).
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4. RESULTADOS

4.1 Caracterizagao de modelos letais e nao letais de endotoxemia

Primeiramente, foi determinada a dose letal de injecdo intravenosa de
LPS. Para tanto, foi realizado ensaio de sobrevivéncia variando-se a dose de
LPS administrada. Nao foi observada mortalidade nos animais injetados com
LPS 0,5 mg/kg, animais que receberam 10 mg/kg de LPS apresentaram
mortalidade de 25% e 100% dos animais que receberam 15 mg/kg de LPS
evoluiram a obito (Fig 2). A partir destes dados, a dose de 15 mg/kg de LPS
foi selecionada como letal e a de 0,5 mg/kg como dose nao-letal.

100 == . " LPSO0.5/.v.

='= LPS10/i.v.
e e - =t | PS15/i.v.

sobrevivéncia
[3,]
o
']

Porcentagem de

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Dias

Figura 2 — Ensaio de sobrevivéncia a diferentes doses de LPS. Curvas de sobrevivéncia
de Kaplan-Meier de animais injetados com LPS (0,5, 10 ou 15 mg/kg; i.v.) em ZT17. Animais
foram verificados trés vezes ao dia e, em caso de 6bito, hora e dia foram anotados e o
animal retirado da caixa. n= 6-8 ratos por grupo.

4.1.1 Citocinas plasmaticas

A seguir foram comparados os perfis de expressdes das citocinas
TNF, IL-6, IL-10, IFN-y, IL-4 e IL-12 nos diferentes tempos de estimulo com
LPS letal e n&o-letal (Figura 3). O aumento na concentragdo plasmatica de
TNF apos uma hora de administragao de LPS foi significativamente maior na
dose letal do que na nao letal (Figura 3A). Produgdes significativamente
maiores das citocinas IL-6 (Figura 3B), IL-10 (Figura 3C), IFN-y (Figura 3D),
IL-4 (Figura 3E) e IL-12 (Figura 3F) também foram observadas no grupo
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injetado com dose letal de LPS. No caso da IL-6 e da IL-10 estes aumentos ja
foram observados apds 2 horas e persistiram até as 6 horas de inflamacéo.
Ja para IFN-y, IL-4 e IL-12, os aumentos relativos ao grupo nao letal sé
ficaram evidentes apos 6 horas de estimulo com LPS letal. Curiosamente, a
producédo de IL-12 foi significativamente menor 1 hora apds a injegéo letal em

relagcao a dose nao letal.
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Figura 3. Decurso temporal dos niveis de citocinas circulantes. Animais injetados i.v.
com dose nao-letal de LPS (0,5 mg/Kg; circulos rosas) ou dose letal de LPS (15 mg/kg;
quadrados vermelhos) tiveram os niveis de TNF (A), IL-6 (B), IL-10 (C), IFNy (D), IL-4 (E) e
IL-12(F) determinados apds 1, 2 ou 6 h de injecdo. Dados sao apresentados como média *
epm (n = 6-8 animais por ponto). * P < 0,05 vs tempo de inje¢cdo correspondente do grupo
LPS 0,5 mg/kg
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4.1.2 Corticosterona e melatonina

Os padrbées de producao temporal de corticosterona e de melatonina
também sao diferentes quando comparamos os estimulos letal e nao-letal.
Apesar dos niveis de corticosterona comegarem a aumentar apés uma hora
em ambos os grupos, este foi significativamente maior nos animais que
receberam a dose letal de LPS (Figura 4A). As concentragcdes de melatonina
circulante, por outro lado, apresentaram diferentes perfis de variagao
temporal quando comparamos as injegdes letal e ndo-letal de LPS. Na dose
nao-letal, ha uma diminuigdo dos niveis de melatonina circulante em todos os
tempos observados, ja na dose letal, ha primeiro um aumento de produgéo
na primeira hora e entdo uma diminuigdo aos mesmos niveis do estimulo
ndo-letal com 2 e 6h (Figura 4B). Na gléndula pineal, foi possivel observar
uma diminuicdo da producédo de NAS (Figura 4C) e melatonina (Figura 4D)
apos uma hora de estimulo com LPS tanto no grupo letal como n&o letal.
Além disso, em ambas as situagdes apos 6 horas de inflamacéo sistémica
tanto a producdo de NAS quanto a de melatonina na pineal voltaram aos

valores observados no grupo salina.
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Figura 4. Decurso temporal dos niveis de corticosterona e melatonina no plasma e na
pineal. Animais injetados i.v. com salina (tempo 0), dose nao-letal de LPS (0,5 mg/Kg;
circulos rosas) ou dose letal de LPS (15 mg/kg; quadrados vermelhos) tiveram os niveis de
corticosterona (A) e melatonina (B) determinados apds 1, 2 ou 6 h de inje¢do. Dados séo
apresentados como média + epm (n = 4-6 animais por ponto). * P < 0,05 vs grupo salina da
curva de LPS 15 mg/Kg; # P < 0,05 vs tempo de inje¢do correspondente do grupo LPS 0,5
mg/Kg. A produgédo de NAS (C) e melatonina (D) também foram determinadas na glandula
pineal. * P < 0,05 vs grupo salina (curva LPS 15 mg/Kg), # P < 0,05 vs grupo salina (curva
LPS 0.5 mg/Kg),

4.1.3 Sistema melatonérgico em células imunocompetentes

A expressao das enzimas da via de sintese de melatonina e dos
receptores de melatonina do tipo MT1 e MT2 foram analisadas em fagdcitos
(CD11b/c+) e linfocitos T helper (CD3/CD4+) presentes na cavidade
peritoneal e no sangue. Os resultados mostram que diversas alteragées nos
perfis temporais de expressao destas enzimas e receptores sdo dependentes
da intensidade do estimulo aplicado.

Nos fagocitos da cavidade peritoneal estimulados em dose letal de
LPS observamos um aumento da expressdo de AANAT apds 0,5h de
estimulo em relac&o ao grupo nao letal. Entretanto, apos 2h de estimulo, este
padrédo € invertido, sendo observado um aumento no grupo n&o letal,
significativamente maior que no grupo letal (Figura 5A). Com relagdo a
PAANAT, forma ativa da enzima AANAT, ha um aumento de sua expressao
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no grupo letal em relagdo ao grupo néo letal apos 0,5 e 2h de estimulo.
(Figura 5B). A expressédo da enzima ASMT apresentou perfis similares em
ambas as doses de LPS utilizadas (Figura 5C). Quando analisamos os
receptores de melatonina, constatamos que a dose letal de LPS reverteu
significativamente a diminuicdo na expressdo de MT1 observada 0,5h e 1h
apos a injecdo da dose nao letal de LPS (Figura 5D). A dose letal de LPS
também alterou o perfil de expressdo dos receptores do tipo MT2 em
comparagao a dose nao letal. Neste caso, temos a impressao que a dose
letal retardou 0 aumento na expressao de MT2 induzida pela inflamacgéo, uma
vez que o0 aumento observado com uma hora de inflamagao nao letal sé foi
observado apos 2h da injecao letal (FiguraSE).
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Figura 5. Decurso temporal da expressao das enzimas e receptores de melatonina em
fagécitos (CD11b/c’) da cavidade peritoneal. Animais injetados i.v. com dose nao-letal de
LPS (0,5 mg/Kg; circulos rosas) ou dose letal de LPS (15 mg/kg; circulos vermelhos) tiveram
a expressdo de AANAT (A), PAANAT (B), ASMT (C), MT1 (D) e MT2 (E) determinadas apods
30 min, 1, 2 ou 6 h de inje¢do de LPS por citometria de fluxo. Dados foram normalizadas pela
média dos respectivos grupos salina (controle) e sdo apresentados como média + epm (n =

4-6 animais por ponto). * P < 0,05 vs respectivo ponto de animais injetados com LPS 0,5
mg/Kg.

Nos fagécitos circulantes, a dose letal de LPS também alterou os perfis
temporais da expressdo das enzimas de sintese e dos receptores de
melatonina em comparagéo a dose nao letal. Tais alteragdes foram diferentes

das encontradas nos fagocitos peritoneais, ocorrendo uma diminui¢do da
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expressdo de AANAT (Figura 6A) e de PAANAT (Figura 6B) em relacédo a
observada na dose nao letal e uma potenciacdo da expressao de receptores
do tipo MT1 apds 6h de estimulo inflamatorio letal (Figura 6D). As expressdes

de ASMT (Figura 6C) e MT2 (Figura 6E) foram similares em ambos os
grupos.
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Figura 6. Decurso temporal da expressao das enzimas e receptores de melatonina em
fagécitos (CD11b/c’) do sangue. Animais injetados i.v. com dose nZo-letal de LPS (0,5
mg/Kg; circulos rosas) ou dose letal de LPS (15 mg/kg; circulos vermelhos) tiveram a
expressdo de AANAT (A), PAANAT (B), ASMT (C), MT1 (D) e MT2 (E) determinadas apds
30 min, 1, 2 ou 6 h de inje¢do de LPS por citometria de fluxo. Dados foram normalizadas pela
média dos respectivos grupos salina (controle) e sdo apresentados como média + epm (n =

4-6 animais por ponto). * P < 0,05 vs respectivo ponto de animais injetados com LPS 0,5
mg/Kg.

Foram avaliadas também as expressdes das enzimas de sintese e de
receptores de melatonina em linfécitos T CD3/CD4 positivos nos modelos de
endotoxemia nao letal e letal.

Nos linfocitos T peritoneais, o grande aumento da expressdo de
AANAT observado no grupo injetado com LPS 0.5 mg/Kg foi
significativamente menor no grupo letal apds 2h de estimulo (Figura 7A). Por
outro lado, a expressdo de PAANAT no grupo letal ndo apresentou a mesma
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reducdo observada apdés 1h no grupo nao letal (Figura7B). Em relacdo a
expressdo de ASMT, ha uma maior expressao no grupo nao letal apés 2h de
estimulo (Figura 7C). Ja no grupo letal, o aumento da expressédo de ASMT é
significativamente maior apés 6h. Com relagcdo aos receptores, apesar dos
perfis serem similares, a redugdo na expressao de MT1 (Figura 7D) e MT2

(Figura7E) apos 1 h de injecdo nao letal de LPS néo foi observada no grupo
letal.
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Figura 7. Decurso temporal da expressao das enzimas e receptores de melatonina em
Linfécitos T (CD3°CD4") da cavidade peritoneal. Animais injetados i.v. com dose n&o-letal
de LPS (0,5 mg/Kg; circulos rosas) ou dose letal de LPS (15 mg/kg; circulos vermelhos)
tiveram a expressdo de AANAT (A), PAANAT (B), ASMT (C), MT1 (D) e MT2 (E)
determinadas apds 30 min 1, 2 ou 6 h de injegcdo de LPS por citometria de fluxo. Dados
foram normalizadas pela média dos respectivos grupos salina (control) e sdo apresentados

como média £ epm (n = 4-6 animais por ponto). * P < 0,05 vs respectivo ponto de animais
injetados com LPS 0,5 mg/Kg.

Por fim, nos linfécitos T do peritdnio nao foram observadas diferengas
significantes na expressdo das enzimas da via de biossintese da melatonina
e do receptor do tipo MT1 (Figura. 8A, 8B, 8C e 8D). Contudo, o aumento na
expressdo de MT2 apds 2h horas de estimulagdo com LPS 0,5 mg/Kg so
ocorre apos 6 da estimulagdo com LPS 15 mg/Kg (Figura 8E).
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Figura 8. Decurso temporal da expressao das enzimas e receptores de melatonina em
Linfécitos T (CD3°CD4") do sangue. Animais injetados i.v. com dose n&o-letal de LPS (0,5
mg/Kg; circulos rosas) ou dose letal de LPS (15 mg/kg; circulos vermelhos) tiveram a
expressdo de AANAT (A), PAANAT (B), ASMT (C), MT1 (D) e MT2 (E) determinadas apds
30 min 1, 2 ou 6 h de inje¢ado de LPS por citometria de fluxo. Dados foram normalizadas pela
média dos respectivos grupos salina (control) e sdo apresentados como média + epm (n = 4-

6 animais por ponto). * P < 0,05 vs respectivo ponto de animais injetados com LPS 0,5
mg/Kg.

4.2 Tratamentos

4.2.1 Eletroacupuntura (EA)

A primeira forma de tratamento avaliada neste projeto foi a
eletroacupuntura do ponto E36 que, em camundongos, diminuiu a
mortalidade dos animais em resposta a endotoxemia com LPS (Torres-Rosas
et al., 2014).

Foram quantificadas as citocinas TNF, IL-10, IL-4, IL-12, IL-6 e IFN-y
circulantes apos 1, 2 e 6h de injegdo i.v. com LPS 15 mg/kg em animais pré-
tratados com estimulagdo elétrica em pontos Sham (cujo estimulo n&o
apresenta efeito sobre a resposta imunoldgica) ou no ponto de acupuntura
E36 (Figura 9). Em relacdo ao grupo Sham, o tratamento com EA reduziu
significantemente o pico de TNF apds 1h de injecdo com LPS letal (Figura

9A), aumentou a produgao de IL-10 apdés 1h e diminuiu sua producédo apés
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6h de injecdo com LPS (Figura 9C) e aumentou a producéo de IL-4 (Figura
9E) e IL12 (Figura 9F) 1 h de inflamagé&o. Interessante notar que os efeitos
observados resultaram em um perfil de producdo destas citocinas mais
préximo ao observados em animais injetados com dose né&o letal de LPS
(circulos rosas apresentados nas figuras). As citocinas IL-6 (Figura 9B) e IFN-
y (Figura 9D) nao foram alteradas pelo tratamento com EA.
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Figura 9. Decurso temporal dos niveis de citocinas circulantes. Animais tratados com
EA (circulos azuis) ou estimulagdo Sham (quadrados vermelhos) foram injetados i.v. com
salina (tempo 0) ou dose letal de LPS (15 mg/kg) tiveram os niveis séricos de TNF (A), IL-10
(B), IL-4 (C), IL-12 (D), IL-6 (E) e IFNy (F) determinados ap6s 1, 2 ou 6 h de injegdo. Dados
apresentados como média £ epm (n = 4 animais por ponto). * P < 0,05 vs grupo salina de
animais Sham — LPS; & P < 0,05 vs grupo salina de animais EA - LPS; # P < 0,05 vs tempo
de injegao correspondente do grupo Sham-LPS.
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Quando analisado o perfil de produgdo de corticosterona nos grupos
avaliados, foi possivel observar que o tratamento com EA reduziu, em
relagdo ao grupo Sham, o pico de produgao deste hormdnio duas horas apés
a injegdo com LPS (Figura 10A). A producdo de melatonina também foi
alterada pela estimulagdo elétrica do ponto E36. O pico de melatonina
observado apdés 6 h de injegdo com LPS letal no grupo Sham n&o foi
observado nos animais pré-tratados com EA (Figura 10B).
Interessantemente, nos animais tratados com EA, os perfis temporais de
ambos os horménios ficaram similares aos observadas em animais injetados

com dose n&o letal de LPS. (Figura 10).
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Figura 10. Decurso temporal dos niveis de corticosterona e melatonina circulantes.
Animais tratados com EA (circulos azuis) ou estimulagcdo Sham (quadrados vermelhos)
foram injetados i.v. com salina (tempo 0) ou dose letal de LPS (15 mg/kg) e tiveram os niveis
de corticosterona (A) e melatonina (B) determinados ap6s 1, 2 ou 6 h de injegdo. Dados sao
apresentados como média £ epm (n = 4-6 animais por ponto). * P < 0,05 vs tempo de injegdo
correspondente do grupo Sham-LPS. Curva de animais injetados com dose néo letal de LPS
(0.5 mg/Kg, circulos rosas) é apresentada para comparagao.

Foram avaliadas as expressdes das enzimas da via de sintese de
melatonina e dos receptores de melatonina em fagécitos CD11b/c+ da
cavidade peritoneal coletados 1, 2 e 6 h apos estimulo i.v. com LPS 15mg/kg.
Ndo foram observadas diferengas significantes entre os grupos que

receberam tratamento com acupuntura ou sham (Figura 11).
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Figura 11 — Decurso temporal da expressdo das enzimas da via de producio e
receptores de melatonina em fagoécitos peritoneais de ratos injetados com LPS. Grupos
Sham e EA injetados com LPS (15mg/kg i.v.) e eutanasiados apos 1, 2 e 6 horas. Isoladas
as células da cavidade peritoneal e marcadas para CD11b/c, enzimas da via de producao
AANAT(a), PAANAT(b), ASMT(c) e receptores de melatonina MT1(d) e MT2(e).
Fluorescéncia quantificada em citometria de fluxo. Dados s&o apresentados como média +
epm (n = 4-6 animais por ponto). * P < 0,05 vs tempo de inje¢cdo correspondente do grupo
Sham-LPS. Curva de animais injetados com dose ndo letal de LPS (0.5 mg/Kg, circulos
rosas) & apresentada para comparagao.

Foi avaliada também a expressao das enzimas da biossintese da
melatonina (Figuras 11A, 11B e 11C) e seus receptores (Figuras 11D e 11E)
em linfocitos T CD3/CD4+ do peritonio apds 2 e 6 h de estimulo com LPS em
animais tratados com EA ou estimulo Sham. Nao foram encontradas
diferengas entre os grupos analisados.
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Figura 12 — Decurso temporal da expressao das enzimas e receptores de melatonina
em fagoécitos (CD11b/c’) do sangue. Animais tratados com EA (barras azuis) ou
estimulagdo Sham (barras vermelhas) tiveram a expressdo de AANAT (A), PAANAT (B),
ASMT (C) MT1 (D) e MT2 (E) determinadas ap6s 2 ou 6 h de inje¢cdo de LPS por citometria
de fluxo. Dados foram normalizadas pela média dos respectivos grupos Sham-salina
(control) e s&o apresentados como média + epm (n = 4-6 animais por ponto). Dados de

animais injetados com dose néo letal de LPS (0,5 mg/Kg, barras rosas) € apresentada para
comparagao.

Por fim, apesar das alteracbes na producdo de citocinas e da
corticosterona e da melatonina circulantes, a mortalidade destes animais nao
foi diminuida pelo tratamento (Figura 12).
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Figura 12 — Ensaio de sobrevivéncia ao estimulo com dose letal e eletroestimulagéo de
ponto E36 ou Sham. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier de animais injetados com
LPS (15 mg/kg; i.v.) em ZT17. Animais foram verificados trés vezes ao dia e, em caso de
6bito, hora e dia foram anotados e o animal retirado da caixa. n=8-10 ratos por grupo.

4.2.2 Agonista MT1 e antagonista MT2 (5-HEAT)

Tendo em vista que a dose letal de LPS inibiu as variagdes nos perfis
temporais dos receptores de melatonina MT1 e MT2 observados em
fagocitos e linfocitos (peritoneais e circulantes) apos estimulagdo com LPS
nao letal, avaliamos como o tratamento com um farmaco de acéo dupla sobre
os receptores de melatonina, influencia a produgdo de citocinas e a
mortalidade dos animais. Animais foram injetados com LPS 0,5mg/kg, LPS
15mg/kg ou LPS 15 mg/Kg concomitantemente a injecdo com 5-HEAT, um
agonista MT1 e antagonista MT2. O tratamento com 5-HEAT reduziu a
producédo de TNF apds 1 h (Figura 13A) e de IL6 apds 6h da injegao letal de
LPS (Figura 13B) para niveis similares aos observados em animais injetados
com dose néo letal de LPS. Como visto anteriormente, a produgéo de INFy &
muito maior no grupo injetado com LPS 15 mg/Kg do que no injetado com
LPS 0.5 mg/Kg (Figura 13D). Neste caso uma tendéncia de diminuigdo na
producdo desta citocina induzida pelo 5-HEAT para niveis proximos aos
observados nos animais injetados com LPS n&o letal. Nos animais injetados
com LPS letal, a produgéo de IL-4 (Figura 13E) e IL-12 (Figura 13F) sdo
menores, em comparagao ao grupo injetado com LPS n&o letal, apos 1 h e

maiores apos 6h de inflamacido. Nestes casos, o tratamento com 5-HEAT
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aumentou a producio destas citocinas apds 1h do estimulo inflamataério letal,
mas ndo afetou as produgdes apos 6h de injecdo com LPS.

Por fim, realizamos um ensaio de sobrevivéncia, no qual é possivel
observar que o tratamento com 5-HEAT reduziu a mortalidade dos animais

injetados com LPS letal em, aproximadamente 75% (Figura 14).
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Figura 13. Efeito do 5-HEAT sobre a producdo de citocinas no plasma. Animais
injetados i.v. com salina (Sal), dose nao-letal de LPS (0,5 mg/Kg; barras rosas), dose letal de
LPS (15 mg/kg; barras vermelhas) e dose letal de LPS +5-HEAT (1,0 mg/kg; barras azuis)
tiveram os niveis plasmaticos de TNF (A), IL-6 (B), IL-10 (C), IFNy (D), IL-4 (E) e IL12 (F)
determinados apo6s 1, ou 6 h de inje¢do. Dados s&do apresentados como média + epm (n = 4-
5 animais por grupo). * P < 0,05; # P < 0,05 vs respectivo grupo injetado por 1h.
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Figura 14. Curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier. A sobrevivéncia de animas
injetados com dose letal de LPS (15 mg/Kg; linha vermelha) ou dose letal de LPS + 5-HEAT
(1,0 mg/Kg; linha azul) foi acompanhada por até 8 dias apdés a injegdo (n = 8 animais por
curva).
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5. DISCUSSAO

Respostas imunologicas sdo compostas por intrincados mecanismos
envolvendo multiplos eixos e cascatas de sinalizacdo que coordenam
funcionalmente os variados sistemas fisioldgicos nas diferentes fases de
respostas de defesa. A regulacdo geralmente se inicia no microambiente
associado a infecgao ou lesdo tecidual onde, dentre outros eventos, células
apresentadoras de antigeno reconhecem sinais de perigo (PAMPs e
DAMPs). Aléem da eliminagcdo de debris celulares e patdégenos pela
fagocitose, estas células secretam uma série de mediadores imunologicos
(citocinas, quimiocinas, catecolaminas e melatonina, dentre outros). Atuando
de forma autocrina, paracrina e hormonal, tais sinais regulam o padrédo de
ativacdo do sistema imunolégico localmente, em o6rgaos linfoides e em
estruturas do sistema nervoso central (Antonelli e Kushner, 2017; Iwasaki e
Medzhitov, 2015; Fullerton et al., 2016). Devido a complexidade das
respostas imunoldgicas, muito ha a ser elucidado sobre os processos
fisiopatologicos envolvidos.

Esta dissertagdo pretende adicionar algumas gotas relacionadas aos
papeis do sistema melatonérgico neste mar de conhecimento. Neste sentido,
caracterizamos o padrao de ativagdo do sistema melatonérgico em modelo
de endotoxemia letal e ndo-letal. Além disso, utilizamos duas estratégias de
modulagdo do sistema melatonérgico (eletroacupuntura e tratamento com 5-
HEAT, um agonista MT1 e antagonista MT2) no intuito de tentar reverter a
letalidade do choque endotdxico. Os resultados obtidos proporcionam um
maior entendimento sobre a integragdo funcional dos componentes do
sistema neuroimunoenddcrinos e, poderdo servir de base para novas
estratégias terapéuticas no tratamento de quadros inflamatorios sistémicos
desregulados.

Os mecanismos fisiologicos envolvidos nos choques endotoxémicos
ou sépticos ndo estdo completamente elucidados (revisto por Marshall,
2018). Durante muito tempo se pensou que os efeitos deletérios destas
situacbes eram associados exclusivamente pela situacdo de
“hiperinflamacgéo” caracteristica de uma resposta imune exacerbada que, sem

controle, acabaria por levar o individuo ao obito, conforme definido no
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Primeiro Consenso Internacional para Sepse e Choque Séptico (Sepsis-1)
(Bone et al., 1992), onde a sepse foi definida com uma sindrome de resposta
inflamatorio sistémica (SIRS, do inglés systemic inflammatory response
syndrome). De fato, assim como encontrado na literatura, nos nossos dados
podemos observar o aumento acentuado de citocinas que estdo
intrinsicamente ligadas a fase inflamatoria/celular da resposta imunoldgica
(Conway-Morris et al., 2018). Mais especificamente, observamos o aumento
circulante de TNF no sangue 1 hora apd6s estimulo com LPS letal em
comparagao como o grupo nao letal e de INFy e IL-6 6 horas apss o estimulo
inflamatorio no grupo que recebeu dose letal de LPS.

Tendo em vista a concentragao elevada de citocinas pré-inflamatérias
durante quadros de choque endotéxico ou séptico, diversas tentativas de
coibir a montagem e manutengao da fase pré inflamatéria, como a utilizagao
de anticorpos anti-TNF (Abraham et al., 2001), antagonistas para MD2-TLR4
(Opal et al., 2013) e antagonistas para receptores de IL-1 (Opal et al., 1997)
foram realizados. Contudo, apesar de promissores em pesquisas iniciais, tais
estratégias ndo obtiveram éxito em estudos multicéntricos com maior numero
de sujeitos (pesquisa clinica fase lll), indicando que outros mediadores das
respostas imunoldgicas estdo associados aos danos/mortalidade associados
a estes quadros.

Quadros endotoxicos letais ndo apresentam apenas uma maior
producdo de mediadores pro-inflamatorias na fase aguda do quadro.
Concomitantemente a montagem da resposta inflamatéria nos estagios
iniciais da endotoxemia, ha também uma grande elevacdo sustentada de
mediadores anti-inflamatérios como as citocinas IL-10 (Surbatovic et al.,
2015), IL33 (Nascimento et al., 2017) e glicocorticoides (Zhang et al., 2014).
Com o decorrer do processo, a producao exacerbada e temporalmente
desregulada destes mediadores pode ser intensa o suficiente para suprimir a
capacidade imunoldgica dos individuos (revisto por Venet e Monneret, 2018;
Munford e Pugin, 2001). Foi observado, por exemplo, que células
imunocompetentes coletados de bago e pulmdo de pacientes que foram a
Obito em decorréncia da faléncia multipla de 6rgédos causada pela sepse
apresentam um perfil supressor inflamatério, com menor producdo de TNF e
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INF-y apos estimulo com LPS, quando comparadas a células de pacientes
nao sépticos (Boomer et al.,, 2011). Este quadro imunossuprimido intenso,
conhecido como paralisia imunolégica, pode ser observado mesmo apés
meses da resolucdo da sepse (Arens et al., 2016). Altos niveis de IL-10,
correlacionam-se com maior gravidade do quadro e mortalidade em
individuos sépticos (Kellum et al., 2007; Andaluz-Ojeda et al., 2012). Nossos
resultados mostram, nas fases inicias do processo, um aumento na produgao
de IL-10 no grupo que recebeu dose letal de LPS apds 2 e 6 horas de
estimulo e de corticosterona 1 hora apds o estimulo letal em comparagao ao
grupo néo letal. Efeitos similares sdo observados em outros estudos como,
por exemplo, o realizado por Cordoba-Moreno e col. (2018) que avaliou o
papel destes mediadores anti-inflamatorios em fases agudas e
imunossupressora de camundongos injetados com LPS. Deste modo, basear
os estudos que busquem aprofundar o entendimento da fisiopatologia
associada com inflamacgdes sistémicas letais a analises mais amplas das
alteragdes dos diversos moduladores imunolégicos pode favorecer o

surgimento de propostas terapéuticas mais eficientes.

5.1 Ativacao do sistema melatonérgico

Tal como observado na producio de citocinas, no quadro de choque
endotoxico letal, a produgdo de melatonina encontra-se alterada em relagao
ao observando em uma reacao inflamatoéria ndo letal. Com base no contexto
do Eixo Imune-Pineal (Markus et al., 2018), € esperada a diminuicdo da
produgcdo de melatonina na pineal e consequente diminuicdo de sua
concentragéo circulante observada no grupo que recebeu dose néo letal de
LPS (0,5 mg/kg). Este efeito é provavelmente devido a uma associagcéo
inibitéria entre niveis circulantes de LPS (da Silveira Cruz-machado et el.,
2010), TNF (Fernandes et al., 2006) e corticosterona (Fernandes et al., 2017)
sobre a glandula pineal. Entretanto, o oposto foi observado no grupo que
recebeu dose letal de LPS, quando constatamos o0 aumento da concentragao
de melatonina circulante apds 1 hora de estimulo com LPS. O observado na
circulagdo ndo parece estar associado com diferengas na produg¢ao pineal de

melatonina visto que, de modo similar ao observado com a dose n&o letal,
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tanto a producédo de NAS quanto de melatonina estao reduzidas ap6s 1 h de
estimulacdo com LPS letal. Com relagdo a producdo de melatonina pela
pineal, € interessante notar que antes da queda de produgdo, apdés 30
minutos da injegdo com LPS (letal e ndo letal) ha um aumento na producao
de melatonina. Este dado poderia ser explicado pela acdo dual da
corticosterona sobre a produgdo de melatonina (Fernandes et al., 2017).

Tendo em vista que as alteragdes na glandula pineal foram similares
para ambas as doses de LPS, o aumento observado apos 1 hora da injecao
letal poderia ser explicado por um aumento na producdo extra pineal de
melatonina. Neste sentido, como forma de inferir uma possivel alteracdo na
producdo de melatonina por células imunocompetentes avaliamos a
expressdo das enzimas de sintese de melatonina em macrofagos e linfécitos
T circulantes e do peritbnio. Contudo, apesar de aumentos pontuais de
AANAT e PAANAT em macréfagos e linfocitos do peritdnio, no geral nao
observamos grandes alteragdes na via de sintese de melatonina, em especial
nas células do sangue. O aumento na produgdo de melatonina pode ser
decorrente de alteragcbes na producdo a em células imunocompetentes
presentes em outros 6rgdos e tecidos (Acufa-Castroviejo et al., 2014), ou
ainda, por uma menor degradacdo de melatonina pelo figado, o6rgdo
comumente lesado durante um quadro de sepse (para revisao ver Strnad et
al., 2016).

A desregulagdo na producdo de melatonina circulante pode estar
associada com uma desregulagdo imunoldgica, visto que a melatonina
circulante altera a migracao de leucocitos circulantes pelo endotélio vascular
(Lotufo et al., 2001, Tamura et al., 2010). Durante a sepse e choque séptico,
foi observada uma diminuigdo da capacidade de migragao de neutrodfilos para
o tecido inflamado e que estes sdo, muitas vezes, "sequestrados” por
diversos orgaos como pulmdes e rins, produzindo uma resposta autoimune
que pode culminar com sua faléncia (Brown et al., 2006). De fato, foi
observado que a quimiotaxia de neutréfilos possui uma relagao inversamente
proporcional a letalidade de quadros inflamatorios (Lu et al., 2016). Estes
dados levantam a questado se endotélios vasculares associados a diferentes
orgaos e tecidos podem apresentar responsividades diferentes a melatonina.

Estudos recentes demonstram que a concentracédo sérica de melatonina esta
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aumentada em pacientes com sepse ou choque séptico, e que este aumento
apresenta correlagdo positiva com a severidade do quadro (Lorente et al.,
2017; El-Mashad et al., 2016). Nestes casos, é possivel hipotetizar que este
aumento de melatonina seja fruto de produgado extra pineal, visto que este
efeito foi detectado em amostras de sangue coletadas ao meio dia (Lorente et
al., 2017), horario em que a concentracdo de melatonina circulante
fisiologicamente deveria ser minima.

Como mencionado anteriormente, diversas pesquisas vém
demonstrando o potencial uso da administracdo de melatonina no tratamento
da sepse. An et al., (2016) realizou injegao i.p. de 30mg/kg em ratos que
realizaram CLP e verificou que os animais apresentaram menor nivel de dano
ao miocardio, mortalidade e de producédo de citocinas pré-inflamatérias. A
administragdo de melatonina em modelo de sepse por CLP em ratos levou a
menor ativacdo do inflamossoma, do dominio de ligagdo ao nucleotideo e
familia de repetigao rica em leucina, contendo pirina 3 (NLRP3) pela inibigao
da atividade transcricional do NFkB, diminuindo expressivamente o dano ao
tecido cardiaco em comparagao aos que nao receberam o tratamento com
melatonina (Rahim et al., 2017; Garcia et al., 2015). A administragdo desta
indolamina nestes casos, além das fun¢gdes antioxidantes, tendo um papel

mais profundo no retorno do padrao circadiano do reldgio bioldgico celular.

5.2 Modulagao do sistema melatonérgico

O sistema melatonérgico deve ser entendido e investigado enquanto
um sistema regulador e, para tanto, é importante entender o papel de cada
um dos seus componentes nos diferentes contextos imunologicos. Uma vez
detectadas diferencas no padrdo de ativagdo do eixo imune-pineal em
modelos de endotoxemia letal e n&o-letal, foram testadas duas estratégias
que visaram reestabelecer o padrdo observado na situacédo nao letal.

A primeira estratégia utilizada foi a estimulagdo elétrica periférica no
ponto de acupuntura E36, sabidamente regulador de respostas inflamatérias
(Meng et al., 2018; Jin et al., 2017; Lim et al., 2016). Contudo, n&o houve
mudanga na sobrevivéncia dos ratos apds desafio com LPS letal como o

observado em outros estudos envolvendo choque endotdxico ou séptico
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(Torres-Rosas et al.,, 2014; Chen, Y et al, 2016). As diferencas nos
resultados foram de certo modo surpreendentes. Nao existe um padrao ouro
para o uso da neuromodulacdo através da acupuntura na escolha de pontos
e metodologia de estimulo na sepse. Torres-Roas e col. (2014) utilizaram o
ponto E36 com estimulo elétrico. Chen Y. e col. (2016) utilizaram o ponto E36
em conjunto com o ponto VG20 e diferentes formas de ondas elétricas para
estimulagdo. Huang e col (2006) utilizaram o ponto E36 com estimulo
manual, mecanico. Yang e col. (2016) utilizou eletroacupuntura nos pontos
E36 e VC4. Escolhemos o modelo proposto por Torres-Rosas e col. (2014)
pois estes padronizaram melhor os parametros para realizacdo da
eletroacupuntura em funcdo da resposta de citocinas que participam do
processo inflamatario.

Uma outra diferenca importante que poderia explicar os resultados
conflitantes € o horario em que induzimos a endotoxemia letal. Hoje se sabe
que diversos horménios, além da melatonina, possuem uma oscilagdo com
ritmo de 24 horas. Prolactina, horménio estimulante da tireoide (TSH),
insulina e cortisol s&o alguns exemplos de hormdnios que apresentam
oscilagdo diaria de sua secrecéo fisiologica (revisto por Haus, 2007). Este
controle é realizado pelo reldgio biologico central do sistema nervoso central,
o NSQ que, grosso modo, regula a atividade de aferéncias neuronais e
humorais que ajustam o funcionamento do organismo como um todo
integrado no tempo. Neste contexto, diversos trabalhos demonstram que o
sistema imunolégico também apresenta padrdées oscilatérios circadianos.
Linfécitos T apresentam ritmo circadiano em humanos, com a contagem de
linfocitos T CD4+ e CD8+ naives apresentando pico durante a noite,
correlacionando-se negativamente com a oscilagdo de cortisol enquanto que
linfocitos CD8+ efetoras apresentaram maior a contagem de células durante
o dia, correlacionando-se positivamente com o ritmo sérico de epinefrina
(Dimitrov et al., 2009). O TLR9, receptor presente em células apresentadoras
de antigeno que reconhece DNA bacteriano e viral tem sua expressdo e
funcdo regulada por genes do reldgio, apresentando maior expressao de
TLR9 em macrofagos e linfocitos B de camundongos no periodo de escuro.
Animais que passaram por cirurgia de CLP, modelo de sepse dependente de
TLR9, apresentaram quadro séptico mais severo quando o procedimento foi
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realizado no periodo de escuro comparados a animais cuja sepse foi induzida
no periodo de claro (Silver et al., 2012).

Nos trabalhos relacionados com endotoxemia mencionados
anteriormente, as injegbes com LPS eram sempre realizadas durante o dia
enquanto que, na nossa pesquisa, a dose letal de LPS utilizada foi escolhida
com base em ensaios de sobrevivéncia realizados com estimulo em ZT17
(cinco horas apds o apagar das luzes). Alguns relatos da literatura apontam
que nesta fase do dia ha menor mortalidade quando comparada com a
mesma dose administrada na fase de repouso dos roedores (revisto por
Scheiermann et al., 2013). Esta relagdo temporal de mortalidade apds desafio
imune foi primeiramente descrita na década de 1960 por Halberg e col.
(1960). Quando a endotoxina foi injetada em ZT 10, a mortalidade foi de 80%,
ja quando a mesma dose foi injetada em ZT 18, a mortalidade foi de apenas
10%. Marpegan e col. (2009) confirmaram esses achados em camundongos
injetados com LPS no ZT 11 (maior mortalidade) e no ZT 19 (menor
mortalidade). As doses letais para ratos e camundongos de LPS para ratos e
camundongos sdo similares. Enquanto Torres-Rosas e col (2014) utilizou 5
mg/kg de LPS em camundongos, Song e col. (2012) utilizou 6 mg/kg em
ratos. No nosso caso, foi necessaria uma dose de 15 mg/Kg de LPS para
induzir 100% de letalidade, ou seja, muito maior que a utilizada em outros
ensaios de neuromodulacdo em que o tratamento com EA foram capazes de
reverter o quadro. E sabido que a magnitude e duracdo de respostas
inflamatorias induzidas por endotoxemia € dependente da dose utilizada
(Vedder et al., 1999). Deste modo, como a dose utilizada em nossa pesquisa
foi maior que o dobro das utilizadas em outros estudos, provavelmente o
sistema imune dos ratos n&o foi capaz de resolver seu estado
inflamatorio/imunossupressivo, levando a oObito mesmo apoés a
eletroestimulacéo.

Interessantemente, apesar dos animais em ambos os grupos testados
(eletroestimulagdo ponto E36 ou Sham) irem a obito, o tratamento com EA
alterou a amplitude e/ou o perfil temporal de produgao das citocinas TNF, IL-
10, IL-4, IL-12 em um sentido mais proximo ao que foi observado em animais
injetados com doses ndo letais de LPS. O TNF é uma citocina pro-

inflamatdria considerada como um marcador de evolugédo do quadro da sepse
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(Kurt et al., 2007) sendo sua redugdo um importante marcador de eficacia de
tratamento. Inclusive, como mencionado anteriormente, no trabalho de
Torres-Rosas a frequéncia a ser utilizada nos tratamentos com EA foi
escolhida por apresentar o efeito mais pronunciado sobre a produgdo de
TNF. O tratamento com eletroacupuntura também induziu uma redugao na
producdo de IL-10, de modo que os animais tratados com eletroacupuntura
apresentaram niveis séricos compativeis com os de animais que receberam
dose nao letal e LPS. Curiosamente, outros trabalhos que avaliaram o efeito
da EA em modelo de choque endotdéxico mostrou efeito inverso, ou seja, o
tratamento diminuiu a producédo de IL-10 (Gu et al., 2011). Nestes casos, os
autores estimularam, além do ponto E36, o ponto PC6 cuja estimulacdo
aumenta a atividade vagal (Ouyang et al., 2002) e realizaram os tratamentos
durante a fase de claro do dia.

Interessante mencionar que na medicina tradicional chinesa (MTC), do
qual a acupuntura faz parte, as variagdes diarias e sazonais dos organismos
sdo aspectos importantes a serem considerados. De forma similar aos
conceitos de cronobiologia, a MTC entende que, assim como o ambiente
varia com a passagem das horas de um dia, o funcionamento do corpo
também varia de forma que um mesmo padrdo de desequilibrio (o que
entendemos no ocidente como sintomas e doengas) pode receber
diagnosticos e, consequentemente, tratamentos diferentes dependendo da
hora do dia ou da estagdo do ano em que ocorre (Zhang et al., 2016). Deste
modo, tanto as abordagens cronobiologicas quanto os fundamentos da MTC
convergem no sentido de que efeitos opostos sobre uma determinada
variavel podem ser decorrentes do horario do dia em que os estimulos foram
aplicados.

Assim como observado para as citocinas, a EA do ponto E36 também
trouxe os perfis de produgdo de corticosterona e melatonina para padrdes
mais proximos aos observados em animais injetados com LPS nao letal.
Estes dados demonstram claramente que reestabelecer o perfil de producao
de melatonina (é de outros mediadores) ndo é condigdo suficiente para
proteger os animais contra a letalidade do choque endotoxico.

No presente trabalho também avaliamos as variagbes temporais dos
receptores de melatonina MT1 e MT2 em células imunocompetentes durante
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processos inflamatorios letais e ndo letais e de fato, foram encontradas
alteracbes em sua expressao nas células imunocompetentes do peritbnio e
circulantes, sendo que em alguns casos, a expressdo dos receptores
apresentou padrdes inversos quando comparados os dois grupos. Neste
sentido, apesar dos niveis de melatonina no grupo que recebeu tratamento
por eletroacupuntura serem similares ao dos animais que receberam dose
nao letal de LPS, o tratamento n&o foi capaz de restaurar o padrao temporal
de expressdo dos receptores MT1 e MT2, indicando que a capacidade de
células imunocompetentes (e possivelmente de outras células) em
perceber/responder a melatonina continuava diferente da observada em
situagdes nao letais.

Os efeitos da melatonina sobre parédmetros imunoldgicos sao
dependentes do contextos e modelos que estdo sendo analisados. Quando
comparado o efeito in vitro da incubagdo de leucdocitos de pacientes
saudaveis com os adquiridos de portadores de lupus eritematoso sistémico,
foi visto que a melatonina apresentou um efeito anti-inflamatério, diminuindo
a produgao de TNF e IL-1B. Entretanto nas células de portadores de lupus,
que recebiam corticoterapia, um tratamento imunodepressor, a melatonina
causou o aumento da producdo destas mesmas citocinas, apresentando um
efeito pré-inflamatério (Medrano-Campillo et al., 2015). Maestroni e col.
(1996) demonstraram que o tratamento com melatonina nas primeiras horas
de um choque endotoxico modula a sobrevivéncia de camundongos de forma
bimodal. Enquanto baixas doses de melatonina (1 e 2 mg/Kg) n&o tém efeito,
doses intermediarias (3-5 mg/Kg) aumentam a sobrevivéncia. Contudo, uma
dose de 10 mg/Kg de melatonina deixou de induzir efeito protetor.
Effenberger-Neidnicht e col. (2014) observaram em ratos um aumento de
TNF apoés 1 hora e de IFN-y, IL-1q, IL-1B, IL-6, e IL-10 circulantes apds 6
horas de injecdo i.v. com LPS (2,5 mg/kg) no grupo que recebeu melatonina
(3 mg/kg). Por outro lado, Carrillo-Vico et al. (2005) verificou uma diminuicéo
de TNF no fluido peritoneal e aumento de IL10 circulante em camundongos
que receberam 10 mg/kg de melatonina. Ja Erbas et al. (2013) observaram a
diminuigdo de TNF circulante em ratos com sepse induzida por CLP apéds
administracao de diferentes doses de melatonina.
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Estas diferengas observadas nos efeitos da melatonina poderiam ser
explicadas por a¢gdes diferentes exercidas pelos receptores de melatonina. A
deteccéo de sitios de ligagao de alta afinidade a melatonina foi primeiramente
realizada na década de 1980 (Dubocovich e Takahashi, 1987; Dubocovich,
1985) e, ja nesta época, foram demonstradas diferencas farmacologicas
destes receptores (Dubocovich, 1988). Contudo, ainda hoje pouco se sabe
sobre os efeitos diferenciais causados pela ativacao/inibicdo destes
receptores isoladamente sobre o sistema imunologico. Um dos desafios
neste sentido esta na inexisténcia de agonistas/antagonistas seletivos para
receptores do tipo MT1 (para revisdo ver Jockers et al.,, 2016), sendo
necessaria a utilizacdo de modelos que nao expressam este receptor. Estudo
realizado com linhagem celular derivada de linfécitos T humanos, a delecao
do receptor MT1 inibiu a producédo de IL-2 por estas células. Utilizando-se
modelo animal, foi demonstrado que os efeitos protetores da melatonina
sobre a esclerose multipla sao inexistentes em animais knockout para o
receptor MT1 (Farez et al., 2015). Estudos que utilizaram o antagonista de
MT2 4-fenil-2-proprioaminotetralina (4P-PDOT) também apresentaram
resultados que demonstram efeitos especificos deste receptor. O bloqueio de
receptores do tipo MT2 inibe o rolamento de leucécitos ao endotélio vascular
(Lotufo et al., 2001). Ahmad et al., (2012) verificaram que a proliferacéo de
esplendcitos, utilizada como marcagao para aumento da atividade do sistema
imune, induzida pela melatonina ¢é inibida por luzindol mas nao por 4P-PDOT.
De modo similar, Barberino et al. (2017) verificaram que a prevengao de dano
a células de ovario por quimioterapicos dada pela melatonina é inibida por
luzindol mas nao por 4P-PDOT.

Nossos resultados também apontam para efeitos diferenciais dos
receptores de melatonina sobre o desenvolvimento de respostas
imunologicas induzidas por choque endotoxico uma vez que, quando
ativamos o receptor MT1 e bloqueamos o receptor MT2 com 5-HEAT, os
ratos que receberam dose letal de LPS apresentaram um padrdo na
concentragéo circulante de algumas citocinas similar ao observado em ratos
que receberam dose n&o-letal, ou seja, cujos organismos apresentam uma
resposta inflamatdria regulada. Mais ainda, diferentemente do observado com

o tratamento com EA que também ajustou alguns parametros imunoldgicos
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medidos na circulagdo, o tratamento com 5-HEAT diminuiu a letalidade de
100% para 25%. Em conjunto, estes dados sugerem que que o efeito protetor
da melatonina em um quadro de inflagdo ndo regulada € dado pela ativagao
de MT1. Um possivel efeito pro-inflamatério do MT2 precisa ser melhor
investigado por meio da utilizacdo de farmacos seletivos e/ou em modelos

animais que ndo expressem esse receptor.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

De posse destes dados € possivel observar que o sistema
melatonérgico participa ativamente do controle quadros inflamatorios tanto
regulados como n&o-regulados, com alteragdes da produgdo de melatonina
pela pineal e, provavelmente, por células imunocompetentes circulantes e
residentes.

Tendo em vista que a eletroacupuntura produziu alteragdo na
producgao de citocinas, interleucinas e melatonina sem, no entanto, produzir o
efeito clinico de resgate do obito e que o estimulo do receptor MT1 e inibicao
do MT2 em animais que receberam dose letal de LPS, além de restaurar
alguns parametros, também resgatou-os do 6bito, estudos futuros que visem
refinar o entendimento do papel do sistema melatonérgico sobre a regulagao
do sistema imunologico devem considerar o papel da produgéo temporal de
melatonina em associacdo com a forma com que células e tecidos
responderdo ao estimulo ao longo das diferentes fases da resposta

imunologica.
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