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RESUMO

A producdo noturna de melatonina pela glandula pineal é fundamental no controle do sistema
oscilatorio enddgeno de mamiferos. Sua sintese € iniciada pela ativacdo de receptores
adrenérgicos em resposta a liberacdo noturna de noradrenalina (NA) por terminais simpaticos.
A ativacdo adrenérgica induz, em roedores, a transcricdo do gene e a ativacdo da enzima
arilalquil-N-acetiltransferase (AA-NAT) que converte a serotonina em N-acetilserotonina
(NAS). A NAS é entdo convertida em melatonina pela acdo da enzima hidroxiindol-O-
metiltransferase (HIOMT). Alem das funcGes cronobioldgicas, a pineal apresenta comunicacdo
bidirecional com o sistema imunoldgico, descrita pelo conceito do eixo imune-pineal. Nosso
grupo de pesquisa tem demonstrado que mediadores imunoldgicos, como o lipopolissacarideo
(LPS) de bactérias gram-negativas e o fator de necrose tumoral (TNF), inibem a sintese de
melatonina pela pineal por um mecanismo dependente da ativacdo do fator nuclear de
transcricdo kappa B (NF-xB). Por outro lado, fatores que inibem esta via (glicocorticoides)
aumentam a producdo de melatonina pela glandula pineal. Outros mediadores imunolégicos
que sinalizam por vias distintas a do NF-kB também si3o capazes de atingir e modular a
producdo de melatonina. A citocina inteferon-gama (IFN-vy) classicamente sinaliza pela via do
STAT1 (do inglés Signal Transducer and Activator of Transcription) e é capaz de aumentar a
producdo de melatonina em pineais. Contudo, ndo existem relatos do papel desta via de
sinalizacdo sobre a sintese hormonal da glandula pineal. Sabendo-se que o IFN-y também ¢é
capaz de sinalizar pela ativacdo do NF-«kB, o objetivo do presente trabalho foi caracterizar e
avaliar o papel destas duas vias de sinalizagdo ativadas pelo IFN-y sobre as produgdes de NAS
e melatonina, induzidas por NA, em pineais em cultura. Nossos dados mostram gue o0 aumento
da sintese de NAS e melatonina induzida pelo IFN-y esta associado ao aumento da expressao
dos genes Aanat e Hiomt. A incubacéo das glandulas com IFN-y aumenta a translocagéo nuclear
de STATL1 e de dimeros de NF-«B ativadores da transcri¢ao génica. Além disso, a incubagéo
de pineais com IFN-y aumenta a transcri¢do de 27 genes relacionados com a via das STATS.
IFN-y tende a aumentar a ligagdo da STAT1 com uma regido do promotor do gene Aanat e a
utilizacdo de uma droga que potencia a ativagdo da STAT1 também aumenta a producéo de
NAS e melatonina. Por fim, o blogueio da via do NF-«B inibe o aumento na produgao de NAS
e melatonina e da expressao de Aanat e Hiomt induzido pelo IFN-y. Nossos dados demonstram,
pela primeira vez, a importancia da via da STAT1 em associa¢do com a via NF-kB sobre a
producdo hormonal da gléandula pineal.



ABSTRACT

The nocturnal production of melatonin by the pineal gland is crucial in the control of the
mammalian endogenous oscillatory system. Melatonin synthesis is initiated by the activation
of adrenergic receptors in response to nocturnal release of noradrenaline (NA) by sympathetic
terminals. The adrenergic activation induces, in rodents, gene transcription and activation of
the arylalkyl-N-acetyltransferase enzyme (AA-NAT) that converts serotonin into N-
acetilserotonin (NAS). NAS is then converted to melatonin by the action of the enzyme
hydroxyindole-O-methyltransferase (HIOMT). In addition to the chronobiological functions,
the pineal has a bidirectional communication with the immune system as described by the
concept of the immune-pineal axis. Our research group has demonstrated that immunological
mediators as the lipopolysaccharide (LPS) of gram-negative bacteria and the tumor necrosis
factor (TNF) inhibit the synthesis of melatonin by the pineal in a mechanism dependent on the
activation of the nuclear transcription factor kappa B (NF-xB). Moreover, factors that inhibit
NF-xB pathway (glucocorticoids) increase the production of melatonin by the pineal gland.
Other immunological mediators that signalize by distinct signaling pathways are also able to
target and modulate the melatonin production. The cytokine interferon-gamma (IFN-y)
classically signals trough STAT1 (Signal transducer and Activator of Transcription) and is able
to increase the production of melatonin by the pineal. However, there are no reports of the role
of STAT1 pathway on the hormonal synthesis of the pineal gland. Considering that IFN-y is
also able to signalize through NF-«B, the aim of this study was to characterize and evaluate the
role of these two signaling pathways activated by IFN-y on the production of NAS and
melatonin induced by NA in cultured pineals. Our data show that the increase in NAS and
melatonin synthesis induced by IFN-y is associated with increased expression of the genes
Aanat and Hiomt. Incubation of the glands with IFN-y increases the nuclear translocation of
STAT1 and of p50:RelA NF-kB dimers. In addition, pineal incubation with IFN-y increases the
transcription of 27 related to STAT pathway. IFN-y tends to increase the binding of STATL1 to
a promoter region and the Aanat gene and the use of a STAT1-enhancer also increased the
production of NAS and melatonin. Finally, the blockade of NF-kB pathway inhibits the increase
in melatonin and NAS productions and also of Aanat and Hiomt genes expression induced by
IFN-y. Our data demonstrate, for the first time, the importance of the STAT1 pathway in

association with NF-kB pathway on the hormonal production of the pineal gland.



INTRODUCAO

IFN-y: funcdes e mecanismos de sinalizacio

Os interferons (IFNs) sé&o classicamente considerados como citocinas e receberam esse
nome originalmente por sua agdo de interferir com a replicacdo viral (ISAACS;
LINDERMANN, 1957). Atualmente, outras funcdes foram descritas para essa familia de
citocinas, as quais sdo em geral subdivididas em dois tipos: | e Il. Os interferons do tipo |
compreendem os subtipos do IFN-a, IFN-B, IFN-o ¢ IFN-t, os quais s@o estruturalmente
relacionados e se ligam a um receptor comum, o IFNAR. Os interferons do tipo 11 compreendem
apenas o IFN-y, o qual se liga ao receptor IFNGR (para revisao, ler SCHRODER et al., 2004).

O interferon do tipo I, o IFN-y, possui diversas fontes de producdo, como linfocitos B,
células NK, células apresentadoras de antigeno (APCs, do inglés, antigen presenting cells) e
linfocitos T, sendo que estes Ultimos sdo sua maior fonte de sintese (YOUNG, 1996). No inicio
da montagem da resposta inflamatéria (resposta imune inata), o reconhecimento de muitos
patdgenos pelas APCs induz a secrecdo de muitas citocinas, como a IL-12 e a IL-18, e
guimiocinas, as quais atraem células NK (do inglés, natural killer) para o local da inflamacéo
(SALAZAR-MATHER; HAMILTON; BIRON, 2000). A IL-12, juntamente com a IL-18,
promovem a produgdo de IFN-y pelas células NK e por linfocitos T CD4+, induzindo a
diferenciacéo destes ultimos em células CD4+ T helper cell type 1 (CD4+Th1) — resposta imune
adaptativa (BOEHM et al., 1997; DINARELLO, 1999). Este processo de diferenciacdo é
amplificado por meio da producgéo ainda maior de IL-12 pelas APCs induzida pelo IFN-y, o que
constitui um circuito de retroalimentagdo positiva (MUNDER et al., 1998). Paralelamente, o
IFN-vy inibe a diferenciagdo de células T CD4+ naive em T helper type 2 por meio da inibigdo
da producdo de IL-4 por macrofagos (GAJEWSKI; FITCH, 1988). Desta forma, o IFN-y esta
relacionado com a polarizagédo de respostas imunes do tipo Th1l.

O IFN-y sinaliza classicamente por meio da via JAK/STAT, via comum utilizada por
mais de 50 citocinas, fatores de crescimento e hormdnios por admitir a combinacdo de
diferentes JAKSs (do inglés, Janus tirosina-kinases, JAK 1-3; Tyk2) e STATS (signal transducer
and activator of transcription, STAT1-6) (para revisdo, SUBRAMANIAM; TORRES;
JOHNSON, 2001). A ativacdo desta via pelo IFN-y, especificamente, causa uma mudanca
conformacional em seu receptor heterodimérico IFNGR (duas cadeias de IFNGR1 e duas
cadeias de IFNGR2) de forma que as JAKs2, cada uma ancorada na por¢ao intracelular de cada

cadeia de IFNGR2, se ativem por autofosforilacdo. As JAKs2 fosforiladas, por sua vez, ativam



as JAKsl1, cada uma ancorada na porcdo intracelular de cada cadeia de IFNGR1, por
fosforilacdo cruzada. As JAKSs1 ativadas fosforilam as tirosinas do residuo 440 de cada cadeia
de IFNGR1, promovendo a formagdo de sitios de ligacdo para dominios SH2 de STATsl
latentes. Por fim, a fosforilacdo das STATSs (no residuo Y701 e S727), cada uma acoplada a
uma JAK, permite que estas se dimerizem e se dissociem do receptor (para revisao,
SCHRODER et al., 2004).

O homodimero STAT1:STAT1 formado migra ao ndcleo e se liga a elementos GAS do
DNA (do inglés, interferon-gamma activated sites), podendo causar inibi¢do ou ativacdo da
transcricdo de diferentes genes (DECKER; KOVARIK; MEINKE, 1997; RAMANA et al.,
2000). Muitos dos genes regulados positivamente por esta via séo codificantes de fatores de
transcricdo como os IRFs (do inglés, interferon regulatory factors; IRF-1, IRF-2 e IRF-9), 0s
quais sdo capazes de promover uma segunda etapa modulacdo génica induzida indiretamente
por IFN-y (KERR; STARK, 1991). Mais raramente, a sinalizacdo do IFN-y também pode
produzir o heterodimero STAT1:STAT2 ou heterotrimeros, como STAT1:STAT1:IRF-9 e
STATL:STAT2:IRF-9 (conhecido como ISGF3) (DARNELL; KERR; STARK, 1994;
MATSUMOTO et al., 1999). O IRF-1, o heterotrimero STAT1:STAT1:IRF-9 e o ISGF3
reconhecem elementos ISRE (do inglés, IFN-stimulated response element) do DNA,
modulando assim a expressdo de muitos genes. O IRF-1 também é capaz de reconhecer outro
elemento chamado IRF-E/GAS/IRF-E, induzindo a transcricdo do RNAm da propria STAT1
(para revisdao, SCHRODER et al., 2004).

Outros genes modulados positivamente pelo IFN-y sdo aqueles que codificam para
familias de proteinas envolvidas com: apresentacdo de antigeno de classe I e Il (MHC |, MHC
I); efeitos antivirais; efeitos antiproliferativos; efeitos pro-apoptoticos; ativacdo de funcdes
microbicidas, como a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés, reactive
oxigen species) e oOxido nitrico (NO); imunomodulacdo; e diapedese (para revisdo,
SCHRODER et al., 2004). Estas funcdes, em sua maioria, estdo envolvidas com a fase proé-
inflamatéria da resposta imune e, em geral, sdo decorrentes da ativacdo da via
IFNGR/JAK1,2/STATL1 (para revisdo, SCHRODER et al., 2004).

A importancia do STATL1 nas respostas inflamatdrias contra patdgenos foi evidenciada
a partir de experimentos com camundongos nocautes para STAT1, 0s quais apresentaram
quadros graves de infec¢bes seguidos por Obito (NAJJAR; FAGARD, 2010). Esta
suscetibilidade tem sido atribuida a perda de respostas mediadas pelos dois tipos de interferons
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que ndo expressam STATL1 apresentam baixa resisténcia a patdgenos e morte prematura
(NAJJAR; FAGARD, 2010).

Além da ativacdo da via do STATL pelo IFN-y, estudos com camundongos nocautes
para este fator de transcricdo demonstraram a existéncia de mecanismos envolvidos na
sinalizacdo do IFN-y independentes da ativagdo de STAT1 (RAMANA et al., 2000; RAMANA
et al., 2001). Estes efeitos compreendem sinais pro-proliferativos e antiapoptéticos, opostos aos
efeitos promovidos pela sinalizacdo do IFN-y mediada por STAT1 (BROMBERG et al., 1996).
Os exatos mecanismos intracelulares envolvidos com estes efeitos, no entanto, ainda ndo foram
esclarecidos. Apesar da pouca informagdo disponivel sobre as vias alternativas de sinalizacdo
por IFN-y, ja foi descrita a ativagdo do fator de transcricio NF-kB induzida por IFN-y por
mecanismos independentes de STAT1 (DEB et al., 2001). Sabe-se que esta ativacao € mediada
pela proteina quinase PKR, porém, a relacdo molecular entre o receptor de IFN-y ¢ esta quinase
ainda n&o foi determinada (KUMAR et al., 1994, DEB et al., 2001).

Em geral, o fim do sinal do IFN-y é determinado por mecanismos de regulagao negativa
em todos os niveis da via, como: internalizacdo do complexo IFN-y:IFNGR1; expressdo de
proteinas SOCs (do inglés, suppressors of cytokine signaling) induzida por IFN-y, as quais se
associam com JAK1 e 2 e interferem em sua atividade catalitica ou as direcionam para
degradacéo; inativacdo de STATSs ativas (fosforiladas) por meio da interacdo destas com
proteinas nucleares PIAS (do inglés, protein inhibitor of activated STATS) constitutivamente
expressas; e desfosforilacdo do receptor, das JAKs e das STATs por acdo das fosfatases
citosolicas ou nucleares (para revisdo, CALO et al., 2003; SCHRODER et al., 2004).

2. O IFN-y no contexto imunoendocrino

Sabe-se que os interferons, além de imunomoduladores, também regulam funcGes
enddcrinas. Por este motivo e por sinalizarem por vias comuns a muitos horménios, ja foram
considerados hormonios polipeptidicos secretados pelo sistema imune (GROLLMAN et al.,
1978). Pesquisas in vivo, nas quais foram administradas altas doses de IFN-y a pacientes com
cancer, demonstraram, por exemplo, que a citocina induz um aumento da concentracao
plasmatica do horménio adrenocorticotrofico (ACTH), do cortisol e do hormbnio do
crescimento (GH, do inglés, growth hormone) apds 2h de tratamento (GOLDSTEIN et al.,
1987).



O IFN-y também esta envolvido com a estimulagdo da producao de indolaminas como
serotonina (5-HT), N-acetil-serotonina (NAS) e melatonina por mondcitos e linfocitos
sanguineos (FINOCCHIARO et al., 1988). Alem da capacidade do IFN-y de modular a via
biossintética de melatonina em células imunes, também foram avaliados os efeitos desta
citocina sobre esta via na glandula cujo principal horménio produzido é a melatonina: a
glandula pineal. Foi verificado que o IFN-y potencia a producdo de melatonina induzida por
isoproterenol (ISO - agonista [-adrenérgico) em glandulas pineais em cultura
(WITHYACHUMNARNKUL et al., 1990). Os mecanismos intracelulares envolvidos com as
fungdes hormonais do IFN-y supracitadas, no entanto, ainda ndo foram esclarecidos.

Assim como 0 IFN-y ¢é capaz de modular fungdes enddcrinas, muitos hormonios sdo
capazes de modular funcdes do sistema imune. A prépria melatonina, em modelos in vitro, é
capaz de aumentar a atividade de células Th, NK e macrofagos; aumentar a producédo de IL-2 e
do IFN-y; e aumentar a expressado do RNAm da IL-1 em mondcitos humanos, dentre outras
fungdes (para revisdo, CARILLO-VICO et al., 2013). Além disso, a melatonina também esté
envolvida com a organizacéo circadiana do sistema imune, uma vez que sua producdo constitui
uma referéncia importante do reldgio bioldgico (para revisdo, SIMONNEAUX; RIBELAYGA,
2003). A modulacdo reciproca entre a melatonina e o sistema imunol6gico constitui um
exemplo importante da comunicacdo bidirecional imune-enddcrina, a qual é descrita e

detalhada pelo conceito do Eixo Imune-Pineal, apresentado a seguir.

O eixo imune-pineal

Em 1997, Lopes e colaboradores verificaram a existéncia de ritmo circadiano da
inflamacdo granulomatosa experimental dado pela variacdo da espessura da pata de
camundongos inflamados cronicamente com BCG (Bacillus Calmette-Gueri). O ritmo, no
entanto, era inexistente quando os animais eram pinealoctomizados, porém retomado com a
reposi¢cdo da melatonina noturna, indicando o papel central deste horménio na manutencéo do
ritmo da inflamacdo. Neste mesmo trabalho, foi avaliada a permeabilidade vascular do tecido
inflamado, a qual se mostrou maior durante o dia, o que justifica a variacdo circadiana da
espessura da pata dos camundongos (LOPES et al., 1997).

Trabalhos subsequentes investigaram o papel da melatonina no controle da
permeabilidade vascular e inicialmente demonstraram que concentracbes enddgenas de
melatonina séo capazes de inibir o rolamento e adesdo de leucocitos na microcirculagéo de ratos

saudaveis enquanto que concentracdes enddgenas de N-acetil-serotonina, precursora direta da



melatonina, é capaz de inibir apenas a adesdo leucocitaria (LOTUFO et al., 2001). Estudos
posteriores in vitro sugerem que estas acdes da melatonina endogena sdo resultantes da inibi¢éo
da expressao de moléculas de adesdo e da iINOS (sintetase de 6xido nitrico induzivel), mediada
pela reducdo do acumulo nuclear do fator de transcricdo NF-kB em células endoteliais em
cultura (TAMURA et al., 2009; MARCOLA et al., 2012).

Em modelos inflamatérios, a melatonina aumenta a permeabilidade vascular e inibe a
hiperadesividade de células endoteliais em cultura induzidas por leucotrieno B4, sugerindo uma
reducdo da habilidade de interacdo entre o endotélio e os neutréfilos da microcirculacdo na
presenca da melatonina (LOTUFO et al., 2006). Além disso, esta indolamina também inibe a
producdo de NO induzida por bradicinina e por LPS através da inibicdo da produgdo de GMPc
e da translocacao nuclear do NF-«xB, respectivamente (TAMURA,; SILVA; MARKUS, 2006;
SILVA et al., 2007; TAMURA et al., 2009). A indolamina N-acetil-serotonina apresenta o
mesmo efeito de inibir a produgdo de NO induzida por bradicinina (TAMURA,; SILVA,;
MARKUS, 2006).

Na direcdo oposta, muitos agentes inflamatdrios sao capazes de modular a producéo de
melatonina. Foi verificado que grandes concentracGes da citocina TNF (fator de necrose
tumoral), séo capazes de inibir a producdo de melatonina induzida por NA tanto em modelos in
vivo como in vitro (FERNANDES et al., 2006; PONTES et al., 2006; PONTES et al., 2007) e
que este efeito € mediado pela ativacdo da via do NF-kB (CARVALHO-SOUSA et al., 2011).
Além disso, sabe-se que o principal componente da membrana de bactérias gram-negativas, o
lipopolissacarideo (LPS), sinaliza via receptores TLR4 (do inglés, toll like receptor 4) na
glandula pineal e inibe a producéo de melatonina induzida por NA também por meio da ativacéo
da via do NF-kB (DA SILVEIRA CRUZ-MACHADO et al., 2010). Nesse mesmo sentido,
nosso grupo de trabalho também demonstrou a participacdo desta via na inibicdo da producéo
de melatonina por glandulas pineais em cultura promovida por peptideos $-amiloides (CECON
etal., 2015), reforcando assim a importancia do NF-kB na modulagdo do sistema melatonérgico
por diferentes PAMPs (do inglés, pathogen-associated molecular pattern) e DAMPs (do inglés,
damage-associated molecular pattern) envolvidos em quadros inflamatérios infecciosos ou
né&o.

Simultaneamente a acdo dos sinais inflamatorios iniciais sobre a glandula pineal, os
glicocorticoides sdo produzidos em resposta a injuria pela ativacdo do eixo HPA (hipotalamo-
pituitaria-adrenal) e também modulam a producdo de melatonina pela glandula. Nosso grupo
de trabalho demonstrou que os glicocorticoides apresentam um efeito dual sobre a sintese de

melatonina (FERNANDES et al., submetido). No comeco de uma resposta imunoldgica, a



ativagdo de receptores de glicocorticoides inibe a producdo de melatonina, no entanto, durante
a fase resolutiva da resposta inflamatoria, podem potenciar a produgdo da melatonina por meio
da inibicdo da via do NF-kB (FERREIRA et al., 2005; COUTO-MORAES et al., 2009;
FERNANDES et al., 2009).

Interessantemente, 0s mesmos sinais pro-inflamatorios que inibem a producdo central
de melatonina pela glandula pineal (LPS e TNF), estimulam a producéo de melatonina por
células imunocompetentes. Foi verificado que bactérias Escherichia coli ou zimozan
(componente antigénico de fungos) induzem a producdo de melatonina por macrofagos de
colostro humano in vitro, efeito mediado pela ativagéo da via do NF-kB (PONTES et al., 2006;
PIRES-LAPA et al., 2013). A melatonina produzida localmente, por sua vez, atua autdcrina e
paracrinamente aumentando a atividade fagocitica destas células imunes (MUXEL et al., 2012;
PIRES-LAPA et al., 2013). Considerando que o IFN-y também ¢ capaz de induzir a sintese de
melatonina por células imunocompetentes, estes dados em conjunto sugerem que a montagem
de respostas inflamatorias agudas envolve um transiente deslocamento da fonte central de
melatonina (glandula pineal) para fontes periféricas (células imunocompetentes) e que,
conforme o quadro vai sendo resolvido, uma compensacdo entre mediadores pro- e anti-
inflamatorios restaura a producdo noturna de melatonina, reestabelecendo as condigcfes de
higidez (Fig. 1, retirada de MARKUS; CECON; PIRES-LAPA, 2013).

4. Producado de melatonina: metabolismo e controle circadiano

O aminodcido triptofano € o precursor de todas as 5-metoxindolaminas produzidas pela
glandula pineal. Este aminodcido, captado da circulacdo, € inicialmente convertido em 5-
hidroxitriptofano (5-HTP) no interior das mitocondrias, processo catalisado pela enzima
triptofano hidroxilase. O 5-HTP &, em seguida, convertido em serotonina (5-HT) por meio a
acdo de uma descarboxilase de aminoacidos aromaticos (AAAD). A partir desta etapa, a
serotonina pode ser substrato para diferentes enzimas, como a arilalquilamina-N-acetil-
transferase (AA-NAT) que catalisa a conversdo da 5-HT a N-acetil-serotonina (NAS), a qual é
convertida finalmente em melatonina por agéo da hidroxindol-O-metiltransferase (HIOMT)
(para revisao, SIMONNEAUX; RIBELAYGA, 2003).

O controle da producéo circadiana da melatonina pelos nucleos supraquiasmaticos
(NSQ — o reldgio bioldgico de mamiferos) tem sido estudado mais frequentemente em roedores
(SIMONNEAUX; RIBELAYGA, 2003). Em ratos, a informag&o luminosa é captada na retina

por células ganglionares especializadas por meio do pigmento fotorreceptor melanopsina



(PROVENCIO et al., 2000) e transmitida aos NSQ. Estes, por sua vez, inibem a estimulacéo
da porcdo do nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN) via neurotransmissdo gabaérgica,
impedindo que o sinal seja propagado. Na auséncia de luz e com o fim do sinal gabaérgico, o
PVN é estimulado, o sinal é transmitido para a porcdo intermédio lateral da medula espinhal
(IML) e consecutivamente para a glandula pineal, permitindo que a melatonina seja sintetizada
(MOORE, 1996). O principal neurotransmissor envolvido nas sinapses entre o IML e a glandula
pineal é a noradrenalina (NA) (KAPPERS, 1960).

A liberacédo noturna de NA é 100 vezes maior que a diurna (DRIJFHOUT et al., 1996b)
e é capaz de sinalizar por meio de 3 tipos diferentes de receptores adrenérgicos (AR) presentes
na pineal: B1-AR, a1-AR e a-AR (para revisio, SIMONNEAUX; RIBELAYGA, 2003). O
receptor B1-AR € 0 mais abundante na membrana dos pinealdcitos e exibe ritmo diario, sendo
gue sua maior densidade é encontrada na transicao claro/escuro (ROMERO; AXELROD, 1974;
PANGER; PANGER; REITER, 1990). Este receptor é do tipo GPCR e sinaliza via Gs na
presenca da NA noturna, cuja transducdo do sinal envolve a producdo do AMPc via adenilato
ciclase (AC), ativacdo da PKA e fosforilacdo do fator de transcricio CREB (STRADA et al.,
1972; KLEIN, 1985). Este fator fosforilado (P-CREB) se liga a elementos CRE do genoma e
aumentam a expressdo de genes que codificam para as enzimas da via biossintética da
melatonina, dentre outras proteinas (SIMONNEAUX; RIBELAYGA, 2003).

Dentre os genes modulados por P-CREB na glandula pineal, sabe-se o gene Aanat é um
importante alvo de regulacdo deste fator, ja que os niveis do RNAm e da proteina AA-NAT
aumentam drasticamente durante a noite em roedores (BORJIGIN; WANG; SNYDER, 1995;
ROSEBOOM et al., 1996; GARIDOU et al., 2001). A ativagdo dos P1-AR neste periodo
também promove a fosforilacdo da AA-NAT pela PKA, possibilitando sua ligacdo com a
chaperona 14-3-3 e a consecutiva ativacdo e estabilizacdo desta enzima (KLEIN, 1985;
GANGULY et al., 2001, GANGULY; COON; KLEIN, 2002). A maior expressao e ativacao
da enzima na fase do escuro determinam o pico de melatonina noturna. Portanto, na fase do
claro, devido aos baixos niveis de expressdo e atividade da enzima AA-NAT, a etapa de
conversdo de 5-HT em NAS é a etapa limitante. Em contrapartida, a estimulacdo noradrenérgica
causa uma grande liberacdo de NAS in vivo e in vitro MIGUEZ; SIMONNEAUX; PE’VET,
1997; AZEKAWA et al., 1991), indicando que a conversdo de NAS em melatonina pela enzima
HIOMT é a etapa limitante na fase do escuro (L1U; BORJIGIN, 2005).

Apesar da produg@o de melatonina ser fortemente suprimida pelo antagonista do B1-AR,
o propranolol (DEGUCHI; AXEROLD, 1972b), o aumento maximo de cAMP intracelular sé

é alcangado quando os a1-AR sdo ativados simultaneamente (VANECEK et al., 1985). Estes



receptores, do tipo GPCR, sinalizam via Gq e o crosstalk de sua via de transdugdo com a via
Gs dos B1-AR na presenca da NA noturna é que permite que o aumento adicional de AMPc
intracelular ocorra (VANECEK et al., 1985). Acredita-se que a liberagdo do Ca*? intracelular
induzida por ativacio dos al-AR ative PKCa*?/CaM, as quais, por sua vez, aumentam a
atividade da AC (SUGDEN; KLEIN, 1988). Ja os a>-AR, em menor quantidade na pineal,
também modulam a atividade de AA-NAT, porém indiretamente via GMPc
(VENKATARAMAN; DUDA; SHARMA, 1998).

Uma vez ativado, em geral, o P-CREB induz a expressao de fatores de transcricdo como:
subunidades do AP-1 (do inglés, activator protein 1), como c-fos, c-jun, junB, junD, NGFI-A
e Fra-2; genes do reldgio; fatores de transcricdo especificos da pineal e retina (sitios PIRE);
enzimas da via de biossintese de melatonina; e do fator ICER, o qual compete por sitios CRE e
controla negativamente a acao do fator P-CREB (STEHLE et al., 1993). A acdo do fator CREB,
no entanto, é especialmente estudada no controle transcricional do gene Aanat, uma vez que
este codifica para a enzima chave para a producdo de melatonina noturna pela pineal.

Sabe-se que apenas a ligacdo do P-CREB a Aanat ndo é suficiente para promover a
méaxima expressdo noturna do gene (BALER; COVINGTON; KLEIN, 1999). Acredita-se que
a inducdo noturna de sua expressdo € resultado da ativacdo de mais de um elemento regulatério,
como o sitio AP-1 e o sitio CCAAT invertido presente na regido promotora de Aanat
(natCCAAT) (CARTER, 1994; BALER et al., 1997; BALER; COVINGTON; KLEIN, 1999).
Além destes sitios, 0 gene Aanat apresenta um elemento similar ao CRE (com diferenca de uma
base) chamado natCRE; elemento E-box, que admite liga¢do com proteinas do reldgio (CHEN;
BALER, 2000); e sitio PIRE (LI et al., 1998).

Dado o papel central do NF-xB no controle da producdo de melatonina por diferentes
agentes inflamatdrios, nosso grupo de trabalho também descreveu sitios de ligacdo para este
fator de transcricdo no promotor do gene Aanat (MARKUS et al., 2007; MUXEL et al., 2012).
Muxel et al. (2012) observaram que a expressdo induzida por LPS de um gene reporter
associado a uma sequéncia do promotor de Aanat (nat-xBp; -151/-9), contendo 1 sitio de ligacéo
a0 NF-xB, era reprimida na presenga de um inibidor de NF-kB (PDTC), indicando a
importancia deste elemento regulatorio para produgdo de melatonina induzida por LPS em
macrofagos (MUXEL et al., 2012).

Considerando que a expressdo do gene Aanat constitui a etapa chave para producéo de
melatonina noturna em ratos e que a HIOMT é a enzima limitante para producdo desta
indolamina na fase do escuro, aumentos adicionais na expressdo ou atividade da HIOMT sédo

capazes de aumentar a producdo de melatonina noturna. Ja foi demostrado por estudos in vitro



que a atividade da HIOMT pode ser aumentada quando gléandulas pineais em cultura séo
estimuladas com corticosterona (FERNANDES et al., 2009). No entanto, pouco se sabe sobre
o controle transcricional e traducional da expressdo de Hiomt. Em humanos, sabe-se que o
promotor deste gene apresenta sitios CRE, AP-1 e PIRE (RODRIGUEZ et al., 1994; Ll et al.,
1998). Portanto, é possivel que os mesmos fatores estejam regulando a expressao de Hiomt em

ratos, além de outros ainda ndo descritos.

Fator de transcricdo NF-kB: estrutura e fungoes

O fator de transcricdo NF-«B esta envolvido com diversas fung¢des celulares, sendo que
sua participacdo nos processos inflamatorios € a mais bem conhecida (para revisdo, GHOSH,;
HAYDEN, 2008). Em geral, a montagem da resposta inflamatdria consiste na ativacdo de
programas transcricionais envolvendo o NF-kB, o qual induz a expressdo de moléculas de
adesdo, quimiocinas, moléculas microbicidas e fatores de sobrevivéncia de leucdcitos, dentre
outras acdes (HAYDEN; WEST; GHOSH, 2006).

Nos vertebrados, este fator de transcricdo é encontrado na forma de homo- ou
heterodimeros a partir da combinacdo das seguintes subunidades p50, p52, c-Rel, RelA (ou
p65) e RelB, codificadas pelos genes NfkBl, NfkB2, Rel, Rela e Relb, respectivamente
(GILMORE, 2006). Todas as subunidades apresentam um dominio de homologia da familia
Rel (RHD) responsavel pela ligacdo ao DNA, dimerizacdo e localizacdo nuclear (HUXFORD;
MALEK; GHOSH, 1999). Além do dominio RHD, algumas subunidades podem apresentar o
dominio de transativacdo génica (TAD) no caso, RelA, c-Rel e RelB (para revisdo, GHOSH,;
HAYDEN, 2008). Estas subunidades, quando presentes no dimero, regulam positivamente a
transcricdo génica, enquanto que, as subunidades p50 e p52, por ndo apresentarem o dominio
TAD, estdo associadas com repressdao génica (para revisao, GHOSH; HAYDEN, 2008).
Dimeros que contenham pelo menos uma subunidade com o dominio TAD séo capazes de ativar
a transcrigé@o génica (BAER et al., 1998).

No citoplasma, os dimeros de NF-«kB se encontram geralmente associados a proteinas
do tipo IkB (SCHEIDEREIT, 2006). Quando a via do NF-«xB ¢ ativada, o kB ¢ fosforilado pelo
complexo kB quinase ativado (IKK) e posteriormente degradado por proteassomas. O dimero
de NF-xB, livre, migra para o nicleo e modula a expressao génica por meio de interagdes com
sequéncias kB do DNA (para revisao, HOFFMANN; NATOLI; GHOSH, 2006).

Assim como para 0 NF-kB, sabe-se que a familia de proteinas IKK e IkB também ¢

diversa. O complexo IKK consiste em duas subunidades homologas de quinases, IKKa e IKK,



e uma subunidade regulatdria, a IKKy (ou NEMO). A via de ativagdo canonica do NF-kB
envolve atividade da IKKp, cujos principais alvos sdo: IkBa, IkBf e IkBe (HACKER; KARIN,
2006; SCHEIDEREIT, 2006). As vias de ativacdo ndo-candnicas envolvem diversas outras
combinagdes, como ativacdo da IKKa, a qual processa a proteina pl100 a subunidades p52
(SENFTLEBEN et al., 2001); ou ativacdo de outros componentes da familia IkB envolvidas
com modulacgéo direta da expressao génica (p100, p105, BCL-3, IkBNS ¢ IkB() (para revisao,
GHOSH; HAYDEN, 2008).

A ativacgdo da via candnica envolve a liberacdo dos dimeros formados pelas subunidades
p50 e ou RelA, em geral constitutivamente expressos (PHELPS et al., 2000a,b). No entanto, a
expresséo relativa de subunidades do NF-«B, assim como as diferentes maquinarias de IKK e
IxB utilizadas, dependem intrinsicamente do tipo celular, tipo de estimulo e historico de
diferenciacéo (para revisao, HOFFMANN; NATOLI; GHOSH, 2006).

O fim da via de transdugdo do NF-kB envolve mecanismos de regula¢do negativa em
diferentes niveis intracelulares. Um dos principais mecanismos de regulacdo da atividade do
NF-kB ¢ a ressintese de proteinas IkB, as quais previnem a ligacdo dos dimeros ao DNA e 0
acumulo nuclear destes (PHELPS et al., 2000a). Além disso, existem proteinas reguladoras
como a SOCS1 e PIAS1 nucleares que interrompem a modulagéo génica por RelA e c-Rel por
associacdo direta ao DNA ou por ubiquitinacdo e consecutiva degradacdo (para reviséo,
GHOSH; HAYDEN, 2008). A IKKa também pode inibir diretamente a atividade de RelA, uma
vez que esta quinase é capaz de migrar para o nucleo e fosforilar esta subunidade, promovendo
sua ubiquitinacdo e degradacdo (LAWRENCE et al., 2005).

No contexto do eixo imune-pineal, foi observado que 0 NF-kB ¢ expresso
constitutivamente na glandula e que o acimulo nuclear deste fator se da de forma ritmica
(CECON et al., 2010). A concentracdo de p50:p50 no ndcleo aumenta ao longo do dia e decai
abruptamente no comeco da noite (apesar de existir uma concentracdo basal de p50 nesta
condigdo — CECON et al., 2010) por mecanismos que parecem ser dependentes do pico de
corticosterona enddgena (DA SILVEIRA CRUZ MACHADO, submetido). Deste modo,
acredita-se que estes homodimeros, desprovidos de TAD, reprimem a transcricdo de Aanat
contribuindo assim para a inibigdo da sintese de melatonina na fase do claro. J& na fase do
escuro, 0 estimulo noradrenérgico e a baixa taxa de translocacdo nuclear de NF-xB permitiria
que o gene Aanat fosse transcrito e que a melatonina fosse sintetizada. Portanto, além do CREB,
sugere-se que 0 NF-kB também participe do controle circadiano da producdo de melatonina
(CECON et al., 2010).



Na presenca do TNF e/ou do LPS, no entanto, a produgdo de melatonina noturna é
inibida através da ativacdo da via do NF-kB (CARVALHO-SOUSA et al.,, 2011; DA
SILVEIRA CRUZ-MACHADO et al., 2010; FERNANDES et al., 2006). A ativacdo desta via
por estes agentes pro-inflamatdrios induzem a translocacdo nuclear de dimeros p50:p50 em
quantidades capazes de reprimir a transcricdo de Aanat e de inibir a producdo de melatonina
induzida por NA. Por outro lado, perifericamente, os mesmos estimulos induzem a produgéo
de melatonina por macrofagos por meio da ativacdo da via do NF-kB, especificamente das
subunidades RelA e c-Rel, ativadoras de transcricdo génica (MUXEL et al., 2012).

Sabe-se que, assim como 0 NF-kB, o STAT1 apresenta um papel chave na montagem e
resolucdo de respostas inflamatorias, e que o IFN-y é capaz de ativar ambos fatores de
transcricdo. Além disso, 0 NF-kB possui um papel chave na modula¢do da producdo de
melatonina no contexto inflamatdrio por meio da modulacdo da expressdo de Aanat. Portanto,
tendo em vista o efeito modulador do IFN-y sobre a sintese hormonal da pineal, hipotetizou-se
que o IFN-y sinaliza via STAT1 e via NF-kB na glandula pineal, promovendo um aumento

da producéo de NAS e melatonina induzida por noradrenalina.
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Figura 1 - Eixo imune-pineal. A glandula pineal, além de ser um importante fototransdutor neuroendocrino em
mamiferos, também participa ativamente da montagem e resolucéo de respostas inflamatérias. No inicio de um
processo inflamatdrio, DAMPS e PAMPS, como o TNF e o LPS, ativam a via do NF-xB na glandula pineal
inibindo a producdo de melatonina. Esta inibicdo aumenta a permeabilidade vascular dos leucécitos para os locais
de injuria. Os mesmos fatores inflamatérios estimulam a producdo de melatonina pelos leucécitos pela ativacao
da via do NF-«B e, a melatonina produzida localmente, atua autocrina e paracrinamente aumentando a atividade
fagocitica destas células imunes. Portanto, a montagem de respostas inflamatdrias agudas envolve um transiente
deslocamento da fonte central de melatonina (glandula pineal) para fontes periféricas (células imunocompetentes)
e, conforme o quadro vai sendo resolvido, uma compensacdo entre mediadores pro- e anti-inflamatérios (como a
corticosterona) restaura a producdo noturna de melatonina, reestabelecendo as condicfes de higidez.



CONCLUSOES

e |FN-y potencia a produ¢do de NAS e melatonina induzida por NA em pineais em cultura
por mecanismos associados ao aumento da expressao dos genes que codificam para as
enzimas AA-NAT e HIOMT.

e IFN-y aumenta a translocagdo nuclear dos fatores de transcricdo STAT1 e NF-kB em
pineais em cultura.

e |FN-y modula a expressao de genes relacionados com a via JAK:STAT em pineais em
cultura.

e IFN-y e/ou a NA tendem a aumentar a ligagdo de STAT1 a regido promotora de gene
Aanat, nat-kBp.

e O aumento na producdo de NAS e melatonina induzido por IFN-y é induzido por um
ativador da via STAT1 em pineais em cultura estimuladas com NA.

e O bloqueio da via NF-«B inibe o0 aumento induzido por IFN-y sobre a produgdo de NAS
e melatonina induzida por NA em pineais em cultura.

e O bloqueio da via NF-kB inibe o aumento induzido por IFN-y sobre a expressao de
Aanat e Hiomt em pineais em cultura estimuladas com NA.

o O presente estudo revela o papel estimulador da via STAT1 com provavel sinergismo
com a via NF-kB sobre a produgdo hormonal da pineal na presenca da citocina IFN-y.
Estes dados ampliam e trazem novos insights relacionados com a capacidade funcional
de integragdes de sinais desta glandula em situacGes de higidez e durante a ativagéo de

respostas de defesa.
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