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INTRODUCAO

“Existe uma coisa que uma longa existéncia me ensinou: toda a nossa ciéncia,
comparada a realidade, é primitiva e inocente; e, portanto, é o que temos de mais
valioso.”

Albert Einstein



O fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-xB) exerce importantes
fungoes na fisiologia e na patologia do sistema nervoso central (SNC). E um
alvo de acdo da melatonina, molécula sintetizada por diversos tipos celulares e
que desempenha mdltiplas a¢des. Encontramos na cultura de células granulares
de cerebelo um bom modelo para estudar a interacao entre a melatonina e a via
de ativacdo do NF-xB, pois estas células dependem de uma atividade basal

deste fator de transcrigdo para sobreviver.

Melatonina e os Sitios de Producao

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é uma indolamina versétil,
muito conservada entre os filos e que est4 presente em organismos unicelulares,
plantas, fungos, invertebrados e vertebrados (Pandi-Perumal et al., 2006). Em
vertebrados é sintetizada pela glandula pineal a noite e por isso é conhecida
como o hormoénio do escuro, pois marca a entrada e a duragdo desta fase
(Arendt e Skene, 2005). Além disso, outros sitios de producdo de melatonina
estdo espalhados por todo o organismo e, neste caso, esta indolamina
desempenha diversas fungdes autdcrinas ou parécrinas, relacionadas ou nao a
marcacdo do tempo (Gern e Ralph, 1979; Bubenik, 2001; 2002; Carrilo-Vico et al.,
2004; Markus et al., 2013).

A melatonina foi isolada pela primeira vez por Aaron B. Lerner a partir
de extratos de glandula pineal bovina (Lerner et al., 1958). Mais tarde, Julius

Axelrod fez importantes avancos descrevendo a sintese da melatonina (Axelrod
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e Wiessbach, 1960; Weissbach et al., 1960) e a participacao do sistema nervoso
simpatico na imposicdo do ritmo didrio de produgdo desse hormoénio pela
glandula pineal (Iversen, 2006). A sintese de melatonina tanto pela glandula
pineal quanto por sitios extra-pineais depende da mesma via biossintética, no
entanto, os controles envolvidos nessa sintese sao diferentes para cada local. A
biossintese da melatonina se inicia com a captacdo do triptofano que é
convertido a 5-hidroxitriptofano (5-HTP). Este é metabolizado em serotonina (5-
HT) que sofre uma acetilagdo pela enzima arilalquilamina-N-acetiltransferase
(AA-NAT) resultando em N-acetilserotonina (NAS) que é, em seguida, uma O-
metilada pela enzima hidroxindol-O-metiltransferase (HIOMT), resultando em
melatonina (Klein ef al., 1981).

Nos mamiferos, a glandula pineal é um o6rgdo neuroendécrino que
recebe tanto informag¢des neurais quanto humorais (Simonneuax e Ribelayga,
2003). A principal via neural que envolve a glandula pineal é chamada de trato
retino-hipotalamico que transmite a informacao fética da retina para os nucleos
supraquiasméticos (NSQs) localizados no hipotdlamo (Moore e Klein, 1974). Os
NSQs liberaram o neurotransmissor inibitério &cido gama-aminobutirico
(GABA) no nucleo paraventricular (NPV) que emite projecdes ao ganglio
cervical superior, de onde partem fibras simpéticas que inervam a pineal. Na
fase de claro, a informagao fética que chega aos NSQs leva a uma inibigdo da
atividade do NPV e, portanto, inibe a via de ativacdo da glandula pineal. Na
fase de escuro, esta via é liberada e os neurotransmissores simpéticos ativam a

pineal (Simonneuax e Ribelayga, 2003). Apesar da luz ser sincronizadora da
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atividade da pineal, ndo podemos esquecer que os NSQs apresentam uma
atividade ritmica endégena. Isso quer dizer que, em escuro constante, a
glandula pineal produz melatonina de forma ritmica, obedecendo ao ritmo
endégeno dos NSQs (Arendt e Skene, 2005).

A noradrenalina liberada no escuro de terminais simpéaticos originérios
do géanglio cervical superior (Klein, 1985) ativa adrenoceptores ai e 1 (Tobin et
al., 2002). A ativacdo apenas do adrenoceptor Pi é suficiente para induzir a
sintese de melatonina. Estes receptores acoplam-se a proteina G estimulatoria
(Gs) resultando na producdo de adenosina monofosfato ciclica (AMPc) através
da adenilil ciclase (AC). O AMPc, por sua vez, ativa a proteina quinase A II
dependente de AMPc (PKAII) (Simonneax e Ribelaga, 2003). O aumento da
atividade simpatica pode elevar as concentra¢des disponiveis de NA na fenda
sindptica ativando adrenoceptores a1 (Sabban et al., 2004; Serova et al., 2008) que
potencia em até vinte vezes a sintese de melatonina induzida pela ativacao de
adrenoceptores 1 (Chik e Ho, 1989). Os adrenoceptores a1 ativam fosfoquinase
C (PKC) através da mobilizagdo de calcio por inositol trifosfato (IP3). A PKC
induz um aumento de guanosina monofosfato ciclica (GMPc) que ativa a AC
(Simonneuax e Ribelayga, 2003).

Entre os mamiferos podemos distinguir dois grupos quanto a ativagao da
producdao de melatonina pela pineal: os de habito noturno (roedores) e os de
habito diurno (primatas e ungulados). Em roedores PKAII fosforila o fator de
transcricio CREB (do inglés, cyclic AMP response element binding) que ativa a

transcricdio do RNA mensageiro da enzima AA-NAT. Uma vez transcrita e

13



traduzida, esta enzima é degradada pelo proteassoma 26S. A fosforilacao da
AA-NAT por PKAII favorece a interacdo com a proteina 14-3-3, tornando-a
estavel e expondo o sitio ativo. Portanto, em roedores a ativagdo Bi-adrenérgica
sinaliza a transcricdo do gene da AA-NAT, sua estabilizacdo e ativacdo. Em
primatas e ungulados, o gene Aa-nat é transcrito e traduzido constitutivamente,
porém a proteina AA-NAT sofre processo continuo de degradacdo na auséncia
de fosforilacdo. A inducdo de sua atividade depende, portanto, da fosforilacdao
pela PKAII, obtida através da ativacdo simpatica. Em ambos os grupos, a
enzima AA-NAT é o passo chave da sintese de melatonina (Simonneaux e
Ribelayga, 2003), mas o decurso temporal de ativacao é diferente. No caso dos
animais de habito noturno existe um tempo longo entre a entrada do escuro e o
inicio da produgao de melatonina, enquanto que em animais de habito diurno a
subida dos niveis de melatonina ocorre imediatamente apés o inicio do escuro
(Lee et al., 2009).

Como mencionado anteriormente, a via de biossintese de melatonina em
sitios extra-pineal é a mesma ja descrita, mas o controle dessa producdo é
especifico para cada local. Em estado de higidez, células fotorreceptoras da
retina, por exemplo, sdo as responséveis pela producdo de melatonina de forma
ritmica sincronizada ao ciclo claro/escuro ambiental (Gern e Ralph, 1979; Cahill
e Besharse, 1993; Liu et al., 2004), mas em condi¢des patoldgicas outros tipos
celulares também assumem este papel (Tosini et al., 2012a). Em ambos os casos,
a melatonina age apenas no local (Iuvone et al., 2005). O controle da expressao

da enzima AA-NAT em fotorreceptores depende apenas do relégio circadiano
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interno presente nessas células e ndo da atividade dos NSQs (Chen e Baler,
2000; Sakamoto et al., 2000).

Células do trato gastrointestinal, com destaque para as células
enterocromafins, produzem elevado nivel de melatonina que chega a ser 10 a
100 vezes maior que as concentra¢des encontradas no plasma (Bubenik, 2002).
Ao contrério da producdo fotoperiddica na pineal, a libertacdo de melatonina
gastrointestinal parece estar relacionada com a periodicidade da ingestdo de
alimentos e esta producdo tem acdo enddcrina, paracrina ou autdcrina,
influenciando a regeneracdo e a funcdo epitelial e modulando o sistema
imunolégico local (Bubenik, 2008).

A produgao de melatonina por células do sistema imunolégico ocorre
quando essas células sdo ativadas por agentes proé-inflamatérios, tais como
padrdes moleculares associados a patégeno (PAMPs) ou citocinas (Carrilo-
Vicco et al., 2004; 2005; Martins et al., 2004; Pontes et al., 2006; Maldonado et al.,
2010; Muxel et al., 2012; Pires-Lapa et al., 2013). A melatonina produzida por
células imunocompetentes tem funcdo autdcrina e pardcrina, uma vez que
aumenta a capacidade fagocitica dos macréfagos (Muxel et al., 2012; Pires-Lapa
et al., 2013) e induz a sintese de interleucina-2 (IL-2) (Carrilo-Vico et al., 2005).

No SNC os altos niveis de melatonina encontrados no liquido
cefalorraquidiano podem ter origem na propria glandula pineal que se
comunica com o terceiro ventriculo através do recesso pineal (Tricoire et al.,
2002). Por outro lado, o tecido cerebral apresenta a maquinaria molecular

necessdria para produzir melatonina (Gaudet et al., 1991, Uz et al., 2002;
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Jimenez-Jorge et al., 2006) e existem evidéncias de que esta producao seja feita
por células da glia, j& que expressam AA-NAT (Liu et al., 2007; Tan et al., 2010;
Pinato et al., 2013). A importancia dos altos niveis de melatonina encontrados
no SNC pode estar relacionada a funcdo neuroprotetora da melatonina
(Hardeland, 2012).

A melatonina, portanto, exerce diversas funcdes que podem ser divididas
em cronobiéticas e nado-cronobidticas. Os efeitos cronobidticos sdo mediados
pelo ritmo didrio de producdo de melatonina pela glandula pineal, enquanto
que a melatonina produzida por sitios extra-pineal ndo depende de

sincronizacado pelo ciclo claro-escuro e tem agdo no local de sintese.

Mecanismos de acao da melatonina e protecao celular

E largamente difundido o papel da melatonina como agente de protegao
celular, tanto em modelos in vivo quanto in vitro. Podemos citar uma extensa
literatura mostrando a melatonina inibindo apoptose em diversos tipos
celulares (Yalcin et al., 2004; Luchetti et al., 2010), protegendo as células do
estresse oxidativo (Solis Herruzo e Solis Mufos, 2009; Esposito e Cuzzocrea,
2010; Cuesta et al., 2011) ou, ainda, combatendo os efeitos do envelhecimento
(Srinivasan et al., 2005; Perreau et al., 2007; Pizza et al., 2011). As multiplas
fungdes desempenhadas pela melatonina, especificas para cada tecido, se
devem aos diversos mecanismos de agdo possiveis. Muitas das fungdes da

melatonina sdo mediadas por dois tipos de receptores de membrana acoplados
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a proteina G (Zlotos et al., 2013). Por outro lado, por ser uma molécula
anfipatica a melatonina é capaz de atravessar a membrana plasmatica e
interagir com moléculas citosdlicas e nucleares com uma afinidade muito
menor do que para os receptores de membrana. (Shida et al., 1994; Hardeland,
2009; Luchetti et al., 2010).

Em mamiferos os receptores de membrana denominados MT: e MT>
(originalmente descritos como Melia e Melip, respectivamente) sdo expressos
tanto individualmente como em conjunto em varios tecidos e O6rgaos
(Hardeland, 2009). O subtipo MT: é amplamente expresso no SNC, em 6rgaos
reprodutores, rim, figado, vasos e pele. Nos NSQs, por exemplo, desempenha
um papel na retroalimentacdo envolvida no reajuste do oscilador, ja que a
glandula pineal de mamiferos é controlada pelos NSQs. Ja o subtipo MT> é
expresso de forma mais restrita, sendo encontrada principalmente no cérebro
(com excessdo dos NSQs), embora a sua presenca também tenha sido detectada
no pulmao, células do sistema imunolégico, duodeno e adipécitos (Pandi-
Perumal et al.,, 2008). Esses receptores tem afinidades diferentes para a
melatonina sendo cerca de trés vezes maior para o MTi em relacdo ao MT>.
(Witt-Enderby et al., 2003). Além disso, os receptores podem atuar como
mondmeros ou dimeros, sendo que a presenga de heterodimero MT1/MTz e o
homodimero MT1 sdo mais prevalentes em relacdo ao homodimero MT> (Zlotos
et al., 2014).

Um terceiro tipo de receptor de membrana (MTs) chegou a ser

designado, mas, posteriormente, foi demonstrado que se tratava de uma
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enzima citosdlica denominada quinona redutase 2 (QR2) (Nosjean et al., 2000).
Esta enzima pertence ao grupo de redutases que participa da protecdo contra o
estresse oxidativo (Pandi-Perumal et al., 2008). Além da QR2 a melatonina
interage com outras moléculas citosélicas como, por exemplo, a calmodulina
(CaM) que forma um complexo com calcio (Hardeland, 2009; Luchetti et al.,
2010). Essa interacdo leva a inibicdo da atividade de proteinas quinases, como a
CaM quinase II (CaMKII) (Benitez-King et al., 1996) e da isoforma constitutiva
da sintase de 6xido nitrico (cNOS) (Leén et al., 2000).

A superfamilia de receptores 6rfaos de acido retindico (ROR e RZR) tem
sido alvo de um considerdvel ntimero de estudos que apontam que esses
receptores estdo presentes no SNC e em células do sistema imunolégico
(Hardeland, 2009). A atividade desses receptores pode ser inibida pela
melatonina de forma direta ou através de duas formas indiretas: via receptor
MT1 ou através da interacdo da melatonina com o complexo CaM (Tomas-
Zapico e Coto-Montes, 2005).

Um alvo chave da melatonina envolvido na protecao celular é o fator de
transcri¢ao NF-«xB (Luchetti et al., 2010). Sua inibigdo leva, consequentemente, a
reducdo da sintese de citocinas proinflamatérias como, por exemplo, as
interleucinas (IL-2 e IL-6), o fator de necrose tumoral (TNF), moléculas de
adesdo e quimiotaxicas e a isoforma induzida da sintase de 6xido nitrico
(iNOS), além de modular a expressdo de genes anti e proapoptoéticos (Bhakar et

al., 2002; Bruck et al., 2004; Kaltschmidt et al., 2005). O mecanismo de agdo da
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melatonina sobre a via de ativacdo deste fator de transcricdo ainda nao esta
estabelecido.

Multiplas acdes da melatonina a tornam uma importante molécula no
combate ao estresse oxidativo. Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas a
melatonina se encontra amplamente distribuida nos tecidos, células e
compartimentos celulares (Shida et al., 1994; Costa et al., 1995; Menendez-Pelaez
e Reiter, 1993). Isso permite que ela interaja e neutralize espécies reativas de
oxigénio (ROS) ou de nitrogénio (RNS), reduzindo os danos oxidativos as
moléculas encontradas em compartimentos lipidicos ou aquosos (Toméas-Zapico
e Coto-Montes, 2005). A propriedade tnica da melatonina ao interagir com ROS
ou RNS gera metabdlitos que também possuem propriedades antioxidantes, tal
como o Nl-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK) que sofre a retirada
do grupo funcional formil dando origem ao também antioxidante N[1]-acetil-5-
metoxiquinuramina (AMK) (Galano et al., 2013).

A melatonina também age como antioxidante de forma indireta por
estimular o aumento da expressado e da atividade de enzimas antioxidantes, tal
como a superdxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e
glicose-6-fosfato desidrogenase (Pandi-Perumal et al., 2013). Os mecanismos
ainda sdo incertos, mas existem evidéncias da ac¢do antioxidante da melatonina
através de seus receptores de membrana (Carrilo-Vico et al., 2004) ou através da
inibicdo dos fatores de transcricio RORa e NF-kB, ambos envolvidos na
transcricao de genes de enzimas pro6 e antioxidantes (Dai et al., 2001; Luchetti et

al., 2010).
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Por fim, a melatonina apresenta multiplas formas de gerar citoprotecao

associadas as diversas formas especificas de sinalizar.

Fator de transcricao nuclear kappa B (NF-kB)

O fator de transcricdo NF-kB é um mensageiro intracelular conservado
evolutivamente que exerce um papel crucial em muitos processos biologicos
(Hayden e Gosh, 2012). Descoberto em linfécito B (Sen e Baltimore, 1986) o NF-
kB é considerado um fator chave na reposta do sistema imunolégico, mas
também influencia a expressdo génica relacionada a sobrevivéncia,
diferenciacdo e proliferacao celular (Xiao, 2004). A disfungdo da atividade do
NF-xB pode levar a consequéncias severas tais como cancer, doengas
cardiovalaculares, diabetes, inflamacGes cronicas e doencas relacionadas ao
SNC (Courtois e Gilmore, 2006).

A superfamilia de proteinas do NF-xB é caracterizada por conter uma
porcao N-terminal bem conservada com cerca de 300 aminoédcidos chamada de
dominio de homologia Rel (RHD), a qual se subdivide em uma regidao que se
liga ao DNA e outra chamada de dominio de dimerizagado, onde se encontra um
sinal de localizagdo nuclear (NLS) (Hayden e Ghosh, 2004). A sequéncia c-
terminal divide a superfamilia do NF-xB em dois grupos: os que contém um
dominio de transativacdo (TAD) e que, portanto, ativam a transcri¢do génica -
RelA (p65), RelB e c-Rel - e 0s que ndo contém esse dominio e sdo repressores

da expressdo génica - p50 e p52 (Gilmore e Woleski, 2012). Os membros dessa
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superfamilia funcionam como dimeros e as cinco subunidades podem formar
homo ou heterodimeros, sendo que o mais abundante é o p50/RelA (Xiao,
2004).

A atividade dos dimeros de NF-xB ¢é inibida por proteinas
citoplasmaéticas inibitérias da familia IxB que se ligam ao dominio RHD dos
dimeros, mantendo-os no citoplasma, prevenindo a translocacdo para o nucleo.
A familia IkB é caracterizada por repeticdes de anquirinas que sdo proteinas
adaptadora que promovem interacdo proteina-proteina (Xiao, 2004). Fazem
parte dessa familia IxBa, IxBp, IxBe, IkBy, Bcl-3 e os precursores p100 e p105,
que dao origem as subunidades p52 e p50, respectivamente (Gilmore e
Wolenski, 2012).

As vias de ativacdo do NF-kB podem ser dependente (via cldssica) ou
independente (via ndo-classica) do complexo formado pelas proteinas IxB
quinases (IKK) dos subtipos a e e da proteina moduladora essencial de NF-xB
(NEMO). Na via classica, a ativacao de receptores de agentes pré-inflamatorios,
tal como TNF ou de PAMPs, como o lipopolissacarideo (LPS), componente da
parede de bactéria gram-negativa que ativa o receptor semelhante ao Toll do
subtipo 4 (Toll-like receptor, TLR-4), levando a ativacdo do complexo IKKp que
esta associado ao complexo IKKa/NEMO. A ativacdo deste complexo leva a
fosforilacdo da proteina IxB que sera, entdo, ubiquitinada e degradada por
proteassoma liberando o dimero de NF-xB (Hayden e Ghosh, 2012). A via nao-
classica é independente de IKKP e NEMO, enquanto que IKKa e a proteina

quinase indutora de NF-xB (NIK) sdo essenciais. Algumas citocinas e virus
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ativam a NIK que ativa IKKa. Esta fosforila p100 que é poliubiquitinada e
parcialmente degradada, gerando a subunidade p52 que transloca para o
nucleo juntamente com a RelB (Xiao, 2004). Além dessas vias, danos no DNA
causados por radiacdo ionizante ou por drogas quimioterapicas e condi¢des
estressantes, como estresse oxidativo, sdo capazes de ativar NEMO através de
uma via “nucleo-citoplasma”. Ainda, a luz UV é capaz de ativar IxBa via p38 de
forma independente de dano no DNA (Neumann e Naumann, 2007).

Ao translocar para o ntcleo o NF-xB ativa a transcricdo dos genes da
proteina da familia IxB gerando uma retroalimenta¢do negativa que controla a
atividade do préprio fator de transcricao (Nelson et al., 2004). Na presenca de
um estimulo sustentado o NF-xB transloca para dentro e para fora do ntcleo,
produzindo uma oscilagdo com periodo definido. Em células de neuroblastoma
humano (SK-N-A) isoladas este periodo é de aproximadamente cem minutos
(Ashall et al., 2009; Turner et al., 2010). Esta oscilacdo temporal permite que
diferentes conjuntos de genes sejam expressos ao longo do tempo (Ashall et al.,
2009). Além dessa retroalimentacdo outros fatores regulados pelo NF-xB sdo
capazes de modular a atividade desse fator de transcricdo como, por exemplo, o

NO sintetizado a partir da iNOS (delaTorre et al., 1999).

Rela¢ao NF-kB e Melatonina - Eixo Imune-Pineal

A producdo ritmica de melatonina pela glandula pineal pode ser

modulada por mediadores inflamatorios ja que a glandula expressa receptores
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para eles (Jiang-Shieh et al., 2005; da Silveira Cruz-Machado et al., 2010;
Carvalho-Sousa et al., 2011). Enquanto isso, na periferia células
imunocompetentes produzem melatonina quando estimuladas por esses
mesmos agentes inflamatorios (Carrilo-Vicco et al., 2004; 2005; Martins et al.,
2004; Pontes et al., 2006, 2007; Maldonado et al., 2010; Muxel et al., 2012; Pires-
Lapa et al., 2013). Essa comunicacdo bidirecional entre as fontes de melatonina
pineal e extra-pineal no contexto de uma inflamacdo (Skwarlo-Sonta et al., 2003;
Markus et al., 2007; Markus e Ferreira, 2011) é dependente da atividade do NF-
kB (da Silveira Cruz-Machado et al., 2010, 2012; Carvalho-Souza et al., 2011).
Esta relacdo tem sido estudada por nosso grupo como a hipétese do Eixo
Imune-Pineal (Markus et al., 2007; Fernandes e Markus, 2011; Markus e Ferreira,
2011; Markus et al., 2013).

Em estado de higidez a melatonina produzida pela glandula pineal na
fase de escuro inibe o rolamento e a adesao de leucécitos a camada endotelial
dos vasos, impedindo a migra¢do dessas células para o tecido e, portanto, a
montagem de uma resposta inflamatéria desnecessaria (Lotufo et al., 2001;
2006). A glandula pineal apresenta um ritmo de atividade didrio do dimero
inibidor de transcricdo génica, p50/p50. Na transicao claro/escuro, momento
em que se inicia a producdo de melatonina pela glandula, hd4 uma queda
abrupta do contetido nuclear desse dimero, que permanece baixo até a proxima
fase de claro (Cecon et al., 2010).

No inicio de um processo inflamatério a ativacdo de receptores de

PAMPs e de citocinas (TLR-4 e TNF-R) na glandula pineal leva a um aumento
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da translocacdo nuclear dos dimeros p50/p50 e p50/RelA induzindo a
producao de TNF e de iNOS e um bloqueio da producdo de melatonina (da
Silveira Cruz-Machado et al., 2010, 2012; Carvalho-Souza et al., 2011; Markus e
Ferreira, 2011). A auséncia de TAD no dimero p50/p50 e o fato de que culturas
de pineais incubadas com inibidores de NF-kB aumentam a producao de NAS
(Ferreira et al., 2005) sugerem que este dimero seja responsavel pelo bloqueio da
expressao da Aa-nat.

A sintese de melatonina por células imunocompetentes ativadas por
agentes pro-inflamatorios foi demonstrado em linfécitos (Carrilo-Vico et al.,
2004; 2005), macrofagos (Martins et al., 2004; Muxel et al., 2012; Pires-Lapa et al.,
2013), células mono e polimorfonucleares de colostro (Pontes et al., 2006, 2007),
timocitos (Naranjo et al., 2007), mastocitos (Maldonado et al., 2010) e células da
glia (Pinato et al., 2013). A producdo de melatonina por macréfagos do colostro
é bloqueada ao ser inibida a transloca¢do nuclear do NF-kB (Pires-Lapa et al.,
2013) e, em linhagens de macréfagos RAW 264.7, a expressdo do gene da AA-
NAT é acionada por dimeros de NF-xB contendo as subunidades RelA ou c-Rel
(Muxel et al., 2012). Esta melatonina produzida por macréfagos age de maneira
pardcrina ativando receptores MT> que leva a um aumento da expressao de
dectina-1, molécula que participa no englobamento de particulas e
microorganismos e na formacdo do fagolisossomo. Portanto, a melatonina
induz um aumento da atividade fagocitica dos macrofagos (Pire-Lapa et al.,

2013).
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Se por um lado a sintese de melatonina tanto na pineal quanto em sitios
extra-pineal é modulada pelo NF-xB, a atividade deste fator de transcricdo é
inibida pela melatonina em macréfagos de murino (Gilad et al., 1998),
neuroblastoma humano (Lezoualc'h et al., 1998), linhagem de célula humana
(SH-SY5Y) (Chetsawang et al., 2006), cultura de endotélio de rato (Tamura et al.,
2009) e em microglia de murinos (Min et al., 2012), reduzindo tanto a sintese de
citocinas pré-inflamatdrias quanto o estresse oxidativo induzido por agentes
nocivos. Por essa razdo, o uso da melatonina tem sido considerado no
tratamento e prevencao de diversas doencas de carater inflamatoério, incluindo
doencas neurodegenerativas (Hardeland, 2009).

Desta forma, a hipdtese do Eixo Imune-Pineal postula que mediadores
da fase inicial da inflamacao bloqueiam a sintese de melatonina induzida por
noradrenalina, inibindo o pico noturno de melatonina plasmatica e favorecendo
a migracdo de células para o local da lesdo. Dados clinicos reforcam essa
hipétese, mostrando que maes com mastite ou que realizaram parto cesariano
apresentam uma supressao dos niveis noturnos de melatonina acompanhada de
um aumento dos niveis de TNF plasmatico (Pontes et al., 2006; 2007). Na fase de
recuperagdo os leucocitos migram para o local da lesdo celular e produzem
melatonina e outros mediadores anti-inflamatérios que contribuem para o

término da resposta inflamatoéria (Fernandes e Markus, 2011).
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Cerebelo - as células granulares

O cerebelo (latim: pequeno cérebro) é uma regido do encéfalo
responsavel pelo controle motor fino e por func¢des cognitivas e emocionais
(Hashimoto e Hibi, 2012). O cértex do cerebelo é dividido anatomicamente em
trés camadas: molecular, Purkinje e granular. A camada molecular possui
poucos corpos celulares de dois tipos de interneurdnios (em cesto e estrelado)
que estao dispersos entre os axonios excitatérios das células granulares e os
dendritos inibitdrios das células de Purkinje. Na camada de células de Purkinje,
além destas, estdo os nticleos das células de Bergmann, astrécitos especializados
que lancam seus prolongamentos a camada molecular, perpendicularmente a
superficie meningea. A camada mais interna é composta pelo grande ntimero
de células granulares, os menores neurénios do corpo, e uma pequena
quantidade de neurdnios de Golgi. Nessa camada existem sinapses complexas
denominadas glomérulos cerebelares, onde a fibra musgosa termina em um
pequeno bulbo que se conecta com as células granulares e os neurénios de
Golgi (Ghez e Thach, 2000).

As células granulares de cerebelo, que sdo neurdnios glutamatérgicos,
sobrevivem em cultura desde que o meio de cultivo seja mantido em
concentracdo despolarizante de potassio (25 mM) o que ativa os canais de cdlcio
dependente de voltagem elevando os niveis de cdlcio intracelular (Blaustein,
1975; Tsien, 1983; Gallo et al., 1987). A reducdo dos niveis de potéssio na cultura

induz apoptose (D'Mello et al., 1993; Galli et al., 1995), enquanto que a abertura
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de canais de calcio é indispensavel para manter uma atividade basal do fator de
transcricdo NF-xB, essencial para a sobrevivéncia das células (Lilienbaum e
Isra€l, 2003).

De forma geral, o NF-xB exerce diversas funcdes essenciais no SNC,
tanto em condicOes fisiologicas quanto patologicas (Mattson et al., 2000;
Kaltschmidt et al., 2005). A sobrevivéncia de células granulares de cerebelo em
cultura mantidas em alta concentracdo de potassio é reduzida quando se incuba
as células com bloqueadores da atividade do NF-xB. Por outro lado, células
transfectadas que superexpressam a subunidade RelA ndo entram em apoptose
quando submetidas a um meio com baixa concentracdo de potassio (Koulich et
al., 2001). Esses resultados indicam que o NF-xB ¢é indispensavel para a
sobrevivéncia dessas células em cultura e uma alteracdo dos niveis basais pode
ocasionar a morte celular (Kaltschmidt et al., 2005).

O cerebelo ¢é alvo de atuagao da melatonina via receptores de membrana
(MT1 e MT2) (Laudon et al., 1998; Al-Ghoul et al., 1998; Imbesi et al., 2008;
Adamah-Biassi et al., 2014). Na cultura de células granulares do cerebelo a
melatonina apresenta um efeito protetor contra a neurotoxicidade induzida por
glutamato (Gepiredman et al., 2000) e o envelhecimento celular (Tajes Ordufa et
al., 2009). Além disso, a melatonina inibe corrente induzida pela ativacdo de
receptores nicotinicos (Lax et al., 2008) e aumenta a amplitude da corrente de
potéssio, elevando a migragao celular (Liu et al., 2007).

O cerebelo é capaz de sintetizar melatonina por um mecanismo

dependente de NF-xB (Pinato et al., 2013). A injecdo de LPS no ventriculo lateral
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de rato reduz o pico noturno de melatonina no plasma e induz a sua sintese no
cerebelo, mas nao no cértex e no hipocampo. Além disso, a mesma injegdo de
LPS induz morte celular apenas no cértex e no hipocampo, mas nao no
cerebelo, indicando que a producdo de melatonina nesse tecido tem um papel
citoprotetor.

A partir do embasamento tedrico descrito, tendo em vista que a
sobrevivéncia das células granulares de cerebelo em cultura depende de uma
atividade basal do NF-xB e que estas células sdo alvos da melatonina,
indagamos como esta indolamina afeta a atividade do NF-xB em condigao basal

ou em culturas desafiadas por agente que ativa a via do NF-xB.

28



OBJETIVOS

“A vida se expande ou se encolhe de acordo com a nossa coragem”

Anais Nin



Utilizar um modelo de células neuronais em cultura para avaliar se o
efeito da melatonina é dependente do estado fisiopatologico do sistema.
Culturas de células granulares de cerebelo foram avaliadas no estado basal e

ap0s desafio com LPS.

Objetivos especificos:

1) Avaliar se o efeito citoprotetor da melatonina depende do estado de
ativacdo do fator de transcricdo NF-kB nas células granulares de
cerebelo.

2) Determinar se as células granulares de cerebelo em cultura
expressam AA-NAT e produzem melatonina em condigdo basal ou

quando estimuladas por LPS.

30



MATERIAL e METODOS

“Os métodos sdo as verdadeiras riquezas”

Friedrich Nietzsche



Animais

Ratos Wistar (7 - 8 dias de idade) foram obtidos do biotério do
Departamento de Fisiologia do Instituto de Biociéncias, Universidade de Sao
Paulo. Os animais permaneceram alojados em gaiolas de polipropileno
mantidas em sala com temperatura e umidade controladas. O ciclo claro-escuro
empregado foi de 12:12 horas. Todos os procedimentos seguiram as
recomendacOes e os principios éticos de experimentacdo animal, aprovados
pelo comité de ética do instituto (CEUA/IB 110/2010) e foram realizados em
conformidade com as recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) (ANEXO 1). Foram utilizados cerca de 250

animais para a realizagdo desse trabalho.

Drogas e Reagentes

As drogas e reagentes utilizados tiveram as seguintes procedéncias:

e Sigma-Aldrich (St. Louis, MI, EUA): tripsina; inibidor de tripsina;
lipopolisacarideo (LPS), de Escherichia coli sw sorotipo 0127:BS,
melatonina, anticorpo anti-coelho conjugado a FITC (F7512),
anticorpo de coelho anti-AA-NAT (S0939), 4cido 4-(2-hidroxietil)-

1-piperazinaetanesulfonico = (HEPES), bis-acrilamida (N,N’-

32



metilenebisacrilamida), brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) e N-acetil-2-benzitriptamina (luzindol).
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA): anticorpo
policlonal de coelho anti-iNOS (NOS2 (N-20): sc-651 TRITC) e
anticorpos para NF-kB p50 (NLS)X sc-114X, p52 (K-27)X sc-298X,
RelA (A)X sc-109X, RelB (C-19)X sc-226X e c-Rel (N)X sc-70X.
GIBCO BRL Products (Grand Island, NY, EUA): Dubeco’s modified
Eagles medium (DMEM); soro fetal bovino (SFB) e
penicilina/estreptomicina.

Amresco (Solon, Ohio, EUA): Triton X-100.

Invitrogen Life Technology (Carlsbad, CA, EUA): ditiotreitol
(DTT), fenilmetanesulfonilfluorido (PMSF) e quinase T4
polinucleotideo.

Amersham Bioscience (Buckinghamshire, UK) foram obtidos: sal
acido soédico Poli(deoxinosinico-deoxicitidilico) [poli(dIdC)].
Bio-Rad (Richmond, CA, EUA): acrilamida.

Calbiochem (Darmstadt, Germany): Nonidet-p40 (NP40).

Perkin Elmer (Boston, MA, EUA): Easy Tides®: adenosina 5'-
trifosfato, [y32P].

Promega (Madison, WI, EUA): Oligonucletotideo consenso para
NF-«B (5'-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3').

Molecular Probes (Eugene, OR, EUA): diacetato de 4-amino-5-

metilamino-2’,7’difluorofluoresceina (DAF-FM DA), 1400W.
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e IBL international (Hamburg, Alemanha): kit de dosagem de

melatonina.

Todos os demais reagentes utilizados apresentavam grau de pureza
analitico. A melatonina foi diluida inicialmente em 5 % de etanol, sendo
estocada na concentracdo de 10 mM. Luzindol foi diluido e estocado na
concentracdo de 10 mM em 100% de etanol. DAF-FM foi estocado na
concentracdo de 1 mM em dimetilsuféxido (DMSO) 100%. Todo o material
restante foi diluido, aliquotado e estocado em agua deionizada e purificada por
sistema Milli-Q. As diluigdes seguintes foram feitas com as solucdes descritas

em cada protocolo.

Cultura de Células Granulares de Cerebelo

Os ratos foram decapitados e os cerebelos isolados foram lavados,
picotados e incubados em tripsina 0,05 % em solucao fisiol6gica (NaCl 120 mM,;
KCl 5 mM; KH2POs4 1,2 mM; MgSO4.7H20 1,2 mM; NaHCO3 25 mM e glicose 13
mM; pH = 7,4) a 37 °C durante 40 minutos. Na sequéncia, a dispersdao quimica
foi interrompida pela adicao de inibidor de tripsina 0,06 % e as células isoladas
por dispersdao mecanica seguida de centrifugacdo (300 g, 5 min.) foram
plaqueadas em meio DMEM: 13,4 g/L, SFB 10 %, KCl 25 mM, NaHCO; 44 mM,
penicilina 50 U/mL / estreptomicina 50 pg/mL, na concentragdo de 5x105 -

5x10¢ células/pogo, mantidas a 37 °C, 5 % COz. O meio de cultura foi trocado a
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cada 48 horas e os experimentos foram realizados no 7° ou 8° dia de cultura in
vitro.

A imunofluorescéncia utilizando os anticorpos MAP-2 (marcador de
neurdnio), GFAP (marcador de astrécito) e ED-1 (marcador de microglia)
indicaram que a cultura é composta de 80 - 90 % de neurénios (células
granulares), 10 - 15 % de astrocitos e 2 - 3 % de microglias, semelhantemente a

cultura descrita por Kawamoto e colaboradores (2008).

Protocolos Experimentais

Para avaliar a viabilidade celular as culturas foram incubadas com
melatonina (0,1 nM - 1 pM), LPS (100 ng/mL) ou ambos por 24 horas. Com o
intuito de avaliar o papel da expressdao da iNOS na viabilidade as células foram
incubadas com o bloqueador seletivo 1400W (1 uM) por 30 minutos antes dos
tratamentos com LPS (100 ng/mL) ou melatonina (100 nM), seguindo por mais
24 horas de incubacdo. E para avaliar o papel da melatonina endégena na
viabilidade as células foram incubadas com o antagonista nao-seletivo de
receptores de melatonina, luzindol (100 nM) durante 24 horas na presenca ou
auséncia de LPS (100 ng/mL).

Para avaliar a atividade do fator de transcricdo NF-kB foi feita uma curva
de concentragdo (10 nM - 1 pM; 15 min.) e uma curva de tempo (100 nM, 15 - 60

min.) para a melatonina. Além disso, foi avaliado o efeito da melatonina (100
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nM) na atividade do NF-xB induzido por LPS (100 ng/mL) incubados por 15
minutos.

A expressdo da iNOS foi induzida por LPS (100 ng/mL), melatonina (30
- 300 nM) ou ambos incubados por 30 - 120 minutos. A producao de NO foi
avaliada ap6s 24 horas de incuba¢do com melatonina (100 nM), LPS (100
ng/mL) ou ambos.

A expressdao da AA-NAT foi avaliada por imunocitoquimica em culturas
de células incubadas com LPS (100 ng/mL) por 2, 4 e 6 horas. A dosagem de
melatonina foi feita no meio de cultura de células incubadas com LPS (30
ng/mL -1 pg/mL) por 6 ou 12 horas.

Os veiculos de melatonina continham 0,005 % de etanol e o de luzindol

0,01 % de etanol.

Viabilidade Celular

Culturas de células de cerebelo foram incubadas por 2 horas com MTT (5
png/mL, 37 °C), um sal tetrazolio de coloragdo amarela. O MTT solavel é
reduzido por enzimas oxirredutases dependentes de NADPH transformando-se
em um composto formazan insoltvel de coloragdo violeta. A atividade desta
enzima indica, de forma indireta, as células que estdo vidveis. Os cristais de
formazan foram diluidos com DMSO (30 min. com agitacdo orbital) e a
absorbéancia da solucdo violeta foi quantificada em um espectrofotometro de

placa (SpectraMax 250, Molecular Devices, Sunnyvale, CA) no comprimento de
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onda de 540 nm. A viabilidade celular foi expressa em porcentagem da

absorbancia medida em células controles.

Ensaio de Eletromobilidade em Gel (Eletromobility-shift

assay - EMSA)

Proteinas nucleares foram previamente extraidas das culturas de
cerebelo como descrito por Ferreira e colaboradores (2005). De forma breve, as
culturas foram homogeneizadas em tampao de lise (HEPES 10 mM, KCI1 10 mM,
EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,1 mM), centrifugadas (12000 g, 1 min.) duas
vezes e ressuspendidas em tampao de extracao (HEPES 10 mM, KC1 500 mM,
EDTA 1mM, DIT 1 mM, PMSF 0,1 mM). Apés incubagao de 15 minutos em
gelo e centrifugagdo (2000 g, 5 min.) o sobrenadante contendo a proteina
nuclear foi coletado e armazenado a -20 °C. A proteina nuclear total foi
quantificada no espectrofotometro ND-1000 (Nanodrop, Wilmington, DE, EUA)
no comprimento de onda de 280 nm. Seis microgramas da proteina foram
incubadas em um volume final de tampao de ligacao (Tris-HCI 10 mM pH 7,5;
MgCl> 1 mM; NaCl 50 mM; DTT 0,5 mM; EDTA 0,5 mM; glicerol 4 %; poli-dIdC
1 pg) por 20 minutos a temperatura ambiente.

Na sequéncia, cerca de 40000 c.p.m. de sonda de oligonucleotideo dupla
fita contendo a sequiéncia consenso de NF-«xB
(O’AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC) marcada com yATP-32P foi adicionada

por 30 minutos a temperatura ambiente. O complexo DNA-proteina foi
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analisado em gel nado-desnaturante de poliacrilamida 6 % em tampdo Tris-
borato/EDTA (TBE 0,25x) a 150 V por 2,5 horas. O gel foi seco a vacuo, em
seguida, exposto ao filme XAR-5 (Kodak® Rochester, NY, EUA) por 36 - 48
horas a -70 °C, revelado (solugdo reveladora e fixadora Kodak®) e, por tltimo,
quantificado densitometricamente no programa Image] (Image Processing and
Analysis in Java).

Para identificar as subunidades do NF-«kB presentes em extratos
proteicos nucleares incubamos os extratos protéicos nucleares com 2 pg/uL de
anticorpos policlonal de coelho para p50, p52, RelA, RelB e c-Rel por 30 minutos
temperatura ambiente. Estes foram incubados juntos aos extratos protéicos (30
min., temperatura ambiente) antes da adicdo do oligonucleotideo. As
subunidades presentes no extrato se conjugam ao anticorpo formando um
complexo que fica retido no inicio do gel (super-shift). O EMSA foi realizado

conforme descrito previamente.

Expressao da enzima iNOS

A expressao da enzima iNOS foi determinada de acordo com o protocolo
adaptado de Ferrari e colaboradores (2008). Apds os tratamentos descritos na
sessdo de Protocolos Experimentais, as células foram lavadas duas vezes em
solugdo fosfato salina (PBS: NaCl 125 mM, NaoHPO4 2 mM, NaH>PO4 2 mM,
KCI 5 mM) e fixadas em metanol/acetona (1:1, 15 min., -20 °C). Em seguida, as

células foram lavadas trés vezes com PBS e incubadas durante 30 minutos a
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temperatura ambiente com 0,2 % de Triton X-100 diluido em PBS. Por fim, as
células foram incubadas com anticorpo anti-iNOS (1:50) conjugado ao
fluoréforo TRITC e, apds 16 - 20 horas a 4 °C, as células foram lavadas trés
vezes em PBS e as laminas foram montadas com PBS:glicerol (1:1).

A fluorescéncia foi analisada em microscopia confocal (LSM 500, Carl
Zeiss, New York, NY, EUA) em objetiva de imersdao em 6leo com aumento de 40
vezes, utilizando o laser HeNe (543 nm) para excitacdo. Para quantificar a
fluorescéncia, foi utilizado o software LSM510 (Carl Zeiss, LSM510) e apenas as
células granulares, que foram identificadas e diferenciadas dos outros tipos
celulares presentes na cultura por sua morfologia, foram computadas. Cinco
imagens contendo entre 15 - 25 células foram escolhidas aleatoriamente e
fotografadas (1024 x 1024 pixels). Todos os parametros, incluindo abertura do
pinhole, velocidade de escaneamento e poténcia do laser permaneceram os
mesmos durante todo o experimento. A expressdo da iNOS foi apresentada

como porcentagem da média do grupo controle de cada experimento.

Producao de 6xido nitrico

O nivel de NO foi determinado conforme protocolo descrito previamente
por Tamura e colaboradores, 2006. Ap6s os devidos tratamentos (ver sessdo
Protocolos Experimentais), as células foram incubadas por 50 minutos em
solucdo fisiolégica contendo: NaCl 120 mM, KCI 25 mM, NaH2POs 1,2 mM,

MgCl2 1,3 mM, CaClz 2 mM, NaHCOs3 25 mM, glicose 11 mM e L-arginina 10
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mM (pH = 7,4), a temperatura ambiente na presenca do indicador fluorescente
DAF-FM DA (5 uM). O composto fluorescente foi excitado com laser argonio
(488 nm) e a fluorescéncia emitida foi medida a 515 - 530 nm no microscépio
confocal utilizando a objetiva de imersdo em 6leo com aumento de 40 vezes. A
quantificacdo da fluorescéncia foi realizada seguindo o mesmo protocolo
descrito para a expressdo da iNOS, considerando apenas as células granulares.
O nivel de NO foi expresso como porcentagem em relagdo ao grupo controle de

cada experimento.

Expressao da enzima AA-NAT

A expressao da enzima chave na sintese de melatonina, AA-NAT
(anticorpo de coelho anti-AA-NAT c-terminal, Sigma 0689) foi avaliada em
células granulares de cerebelo. As células granulares foram identificadas e
diferenciadas dos outros tipos celulares por sua morfologia. Apés os devidos
tratamentos as células foram fixadas com paraformaldeido (4 %, -20 °C),
lavadas com PBS, incubadas com solucdo de bloqueio (PBS, soro albumina
bovina, BSA' 1 % e glicina 0,3 M, 60 min.). Em seguida, as culturas foram
incubadas com anticorpo anti-AA-NAT (1:100) por cerca de 18 horas. Por fim,
as células foram lavadas com PBS e incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente com anticorpo secundério anti-coelho conjugado ao fluorescente FITC
(1:200), antes que as laminas fossem finalmente montadas com PBS e glicerol

(1:1).
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A fluorescéncia foi analisada em microscopia confocal (LSM 500, Carl
Zeiss, New York, NY, EUA) equipado com objetiva de imersdao em 6leo com
aumento de 40 vezes e o laser argonio (488 nm) para excitacdo. Para quantificar
a fluorescéncia, foi utilizado o software LSM510 (Carl Zeiss, LSM510). Cinco
imagens contendo entre 25 - 40 células granulares foram escolhidas
aleatoriamente e fotografadas (1024 x 1024 pixels). Todos os parametro,
incluindo abertura do pinhole, velocidade de escaneamento e poténcia do laser
permaneceram o mesmo durante todo o experimento. A expressdo da AA-NAT
foi apresentada como porcentagem da média do grupo controle de cada

experimento.

Dosagem de melatonina

A dosagem da melatonina foi feita através de kit comercial de ELISA

(IBL, Hamburg, Alemanha).

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média * e.p.m. As diferengas entre
0s grupos experimentais foram testadas por andlise de variancia seguida do
teste de Newman-Keuls quando todos os grupos foram comparados entre si e

do teste de Dunnet quando os grupos foram comparados apenas com o grupo
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controle. O programa utilizado foi o GraphPad Prism® versao 5. (Motulski,

2007).
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RESULTADOS

“Desinventar objetos. O pente, por exemplo. Dar ao pente funcoes de ndo

pentear. Até que ele fique a disposicio de ser uma begonia. “

Manoel de Barros



Melatonina desempenha efeito dual sobre a viabilidade

celular

A viabilidade celular, avaliada através do ensaio do MTT, diminuiu em
cerca de 20 - 40 % quando as células foram incubadas com LPS (30 - 300
ng/mL, 24 h) como representado na figura 1A. Como esperado a melatonina
em concentragdes acima de 10 nM (10 nM - 1 pM, 24 h) protegeram as células
do efeito do LPS (100 ng/mL, 24 h), aumentando a sobrevivéncia das células
(fig. 1B). Por outro lado, culturas de células de cerebelo incubadas apenas com
melatonina (100 nM - 1 pM, 24 h) também sofreram uma reducdo da
viabilidade em cerca de 20 %, sugerindo que na auséncia de um estimulo

injuriante, a melatonina per se apresenta um efeito citotéxico.
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Figura 1 - Efeito dual da melatonina sobre a viabilidade de cultura de células de
cerebelo. (A) Lipopolissacarideo (30 - 300 ng/mL, 24 h) induziu morte celular e (B) a
melatonina (0,1 nM - 1 uM, 24 h) reverteu o efeito do LPS. Na auséncia do LPS, altas
concentragdes de melatonina (100 nM - 1 uM) também induzem morte celular. A
viabilidade foi representada como porcentagem do controle. * p < 0,05 e ** p < 0,01

comparados ao grupo controle (n = 8 -10 por ponto).
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Melatonina modula a via do fator de transcricao NF-xB

Tendo em vista que a via do fator de transcricdio NF-xB é um alvo
comum tanto para a melatonina quanto para o LPS e que as células de cerebelo
em cultura requerem uma atividade basal de NF-kB para a sobrevivéncia
(Kaltschmidt et al., 2005), foi avaliado se este fator de transcrigdo, central nas
respostas de defesa, poderia estar envolvido no efeito dual da melatonina sobre
a sobrevivéncia celular.

O ensaio de gel-shift revela dois complexos que se ligam a sonda de NF-
kB (C1 e C2) (fig. 2). A incubagao dos extratos nucleares com anticorpos para as
subunidades do NF-«B de células previamente tratadas com LPS (100 ng/mL; 2
- 10 h) mostram que a expressdo das subunidades variou ao longo do tempo.
Com excecdo da subunidade p52, todas as demais subunidades estdo presentes
na cultura ndo estimulada (0 h), como pode ser visto pelo deslocamento para a
esquerda das curvas de andlise densitométrica das subunidades p50, RelA, RelB
e c-Rel. A incubacdo com LPS promove uma alteracao dos dimeros presentes no
nucleo. Ap6s duas horas os anticorpos para p50, RelA e c-Rel induzem o super-
shift da marcagdo, deslocando para a esquerda as curvas de anadlise
densitométrica, indicando a presenca dessas subunidades no ntcleo. Apds
quatro horas a RelB também esta presente. E nos tempos de 6, 8 (dados ndo
apresentados) e 10 horas a presenca da subunidade p50 se torna dominante,
pois desloca por completo os complexos. Enquanto isso, as subunidades RelA,

RelB e c-Rel podem estar presente em uma quantidade menor que a p50. O
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anticorpo anti-p50 desloca ambos os complexos (C1 e C2), ja os anticorpos anti-
RelA e anti-c-Rel deslocam apenas parcialmente o complexo 1 (C1), indicando
que a subunidade p50 esta presente em ambos os complexos e as demais

subunidades apenas no complexo C1.

o M T 4 m ¥
2 2 A3 % v B 2R 2T
C1 C
B S zh ct 0
% o4
a0 pEd ‘
ps2 ps2 Pz | | P2 !
Bala Rals Balh Fals |
el e |
|
Realg
Py Ralp AalB
Rl c-Fal &-Ral c-Bl

Figura 2 - Ensaio de super-shift para extratos nucleares de células de cerebelo em
cultura. Culturas de células granulares de cerebelo foram estimuladas com LPS (100
ng/mL, 0, 2, 4 e 12 h). Acima, autorradiogramas resultantes do EMSA revelando a
presenca de dois complexos DNA-NF-kB (C1 e C2). Os anticorpos anti-p50, anti-RelA,
anti-RelB e anti-c-Rel deslocaram os complexos, enquanto que o anticorpo anti-p52 ndo
deslocou. Abaixo, as respectivas curvas da andlise densitométrica obtidas através do

programa Image] para cada coluna e para cada tempo.

Verificamos o efeito da incubacao das culturas com 100 nM de

melatonina e esta induziu uma reducao transiente dos niveis nucleares dos
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dimeros que compdem os complexos C1 e C2 durante os primeiros 15 minutos
(fig 3A). Ap6s 30 minutos de incubacdo, o contetdo nuclear de ambos os
complexos foi restaurado para os valores iniciais; ap6s 60 minutos de incubagao
o contetdo nuclear do C2, mas ndo do Cl1, aumentou significativamente. Pelo
fato da melatonina inibir a atividade do NF-xB ja nos primeiros 15 minutos de
incubacao, foi utilizado este intervalo de tempo para construir uma curva dose-
resposta para a melatonina (fig. 3B). A méxima reducao no contetido nuclear de
NF-xB induzida pela melatonina (40 %) foi semelhante para ambos os
complexos, entretanto, os niveis do primeiro complexo reduziram com
concentragdes menores de melatonina, indicando uma sensibilidade especifica
para os dimeros que compdem cada complexo. Desta forma, em cultura de
células granulares de cerebelo a melatonina produziu uma reducao transiente
no conteddo nuclear do NF- kB, seguido de um aumento nos niveis do
complexo que contém a principal subunidade indutora da expressdo génica
(RelA).

A adicao de LPS (100 ng/mL) aumentou significativamente o contetido
nuclear do Cl1, enquanto que induziu uma reducdo do C2 (fig. 3C). A
melatonina (10 nM - 1 uM) bloqueou a transloca¢ao nuclear dos dimero do C1,
mas ndo interferiu no conteddo do C2, apesar de haver uma tendéncia de
aumento dos niveis desse complexo no ntcleo para valores préximo ao basal
quando se incubou com a maior concentracdo de melatonina utilizada (1 pM).
Portanto, na presenca de LPS a melatonina reduz a translocacdo nuclear do NF-

kB. O efeito antagdnico da melatonina observado na auséncia ou na presenca de
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LPS est4 de acordo com a sobrevivéncia celular apresentada na figura 1, ou seja,
na auséncia do LPS a melatonina induz morte celular e um aumento da

translocagdo nuclear do NF-xB. Ja na presenca do LPS, a melatonina protege as

células, reduzindo a atividade do NF-xB.
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Figura 3 - Ativacao do fator de transcricao NF-kB em cultura de células granulares de
cerebelo. (A) Curva temporal de incubagdo com melatonina (100 nM) mostrando uma
reducdo transiente no conteddo nuclear dos complexos C1 e C2, seguido por um
aumento significativo no conteddo nuclear do complexo C1, que contém a subunidade
RelA. (B) Curva dose-resposta para melatonina (10 nM - 1 pM; 15 min). (C) Inducao da
translocacao nuclear do NF-kB por LPS (100 ng/mL; 15 min.) na auséncia ou presenca
de melatonina (10 nM - 1 uM; 15 min.). Os valores foram expressos como porcentagem
do veiculo (100 %). * < 0,05 comparado ao veiculo e # p < 0,05 comparado ao LPS (n=5
- 8 por ponto). Simbolos: quadrados = C1 e tridangulo = C2.

Expressao de iNOS

Como medida da atividade do NF-xB foi avaliada a expressdo da enzima
iNOS através de imunocitoquimica. Neste caso, a quantificacio da

imunofluorescéncia foi feita somente nas células granulares, que foram
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identificadas pela morfologia, indicadas pelas setas pretas na figura 4. Os outros
tipos celulares, com morfologias diferenciadas como indicadas pelas cabecas de
seta, ndo foram computadas. A expressao constitutiva da iNOS foi identificada
no grupo controle (fig. 4A) e um aumento dessa expressao pode ser observado
quando as células foram incubadas com LPS (100 ng/mL, 1 h) ou com
melatonina (100 nM, 1 h) (figs. 4B, C, respectivamente). Na presenca de ambos,
LPS e melatonina (fig. 4D), é possivel notar uma diminuicdo da fluorescéncia
para niveis semelhantes ao do grupo veiculo. A quantificacdo desse resultado
estd colocada na figura 5A, onde se observa que outras concentragdes de
melatonina (30 - 300 nM, 1h) também inibem a expressao da iNOS induzida por
LPS.

O decurso temporal da expressdo da enzima (fig. 5B) revela que a
incubacdo com melatonina promove uma reducdo transiente do contetido de
iNOS (30 min.) que é revertido para valores acima do basal ap6s 120 minutos.
Como esperado, o LPS aumenta a expressdo de iNOS ja nos primeiros 30
minutos, sendo que este efeito é bloqueado pela melatonina. Portanto, o efeito
da melatonina na expressio da iNOS segue mesmo perfil descrito para a

atividade do NF-xB.
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Figura 4 - Imagem de confocal representativa da imunocitoquimica para a expressao
de iNOS. (A) Veiculo. (B) Incubagdo com 100 nM de melatonina. (C) incubacdao com
100 ng/mL de LPS. (D) incubacao com melatonina + LPS. O tempo de incubacao foi de
60 minutos. Setas pretas indicam células granulares e cabecas de setas brancas indicam

células da glia.
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Figura 5 - Quantificacdo da expressiao de iNOS. (A) LPS (100 ng/mL, 60 min.) induziu
a expressdo de iNOS na auséncia ou presenca de melatonina (30 - 300 nM, 60 min.) (B)
Curvas temporais de incubacdo com melatonina (100 nM), LPS (100 ng/mL) ou
melatonina + LPS. * p < 0,05 e * p < 0,01 comparados ao veiculo e # p < 0,05

comparado ao LPS (n = 4 - 6 experimentos por ponto).

Aumento de 6xido nitrico induz morte celular

Como resultado do aumento da expressao da iNOS, a incubacdo com
LPS induziu um aumento do contetido intracelular de NO. Tal como descrito
para a expressao da iNOS, a melatonina apresentou um efeito dual sobre a
producdao de NO. Quando incubada concomitantemente ao LPS reduz a
producao de NO, mas quando incubada isoladamente em culturas sem LPS
induz um aumento da producdo deste gas (fig. 6A). Para testar se a morte
celular provocada pela incubacdo com melatonina estava relacionada ao
aumento da expressdo da iNOS, a atividade desta enzima foi bloqueada pelo
inibidor 1400W. A reducao da viabilidade induzida pelo LPS (100 ng/mL, 24 h)

ou pela melatonina (100 nM, 24 h) é revertida pela presenca do inibidor. Além
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disso, o bloqueio da atividade da iNOS aumenta a sobrevivéncia dos grupos
veiculos, corroborando a constatagdo anterior de que ha uma atividade basal de

iNOS (fig. 6B, C).
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Figura 6 - A producdo de 6xido nitrico é responsavel pela indu¢do de morte celular
na presenca de melatonina e LPS. (A) Quantificacdo da producdo de NO em culturas
de células granulares de cerebelo incubadas com LPS (100 ng/mL, 24 h), melatonina
(100 nM, 24 h) ou melatonina+ LPS. (B,C) Efeito do inibidor especifico da atividade da
iNOS (1400W, 1 pM) na sobrevivéncia de células granulares de cerebelo em culturas
incubadas com LPS (100 ng/mL, 24 h) ou melatonina (100 nM, 24 h), respectivamente. *
p<0,05%,* p<0,01e**p<0,001 comparados ao controle e # p< 0,05 comparado ao
LPS (n = 3 por ponto).

Células granulares do cerebelo em cultura expressam AA-

NAT e produzem melatonina

Além da funcdo da melatonina exégena sobre a viabilidade das células
granulares de cerebelo, investigamos se essas células sdo capazes de produzir

melatonina, tendo em vista que a producdo dessa indolamina foi detectada no
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cerebelo de ratos que receberam injecdo intracerebroventricular (i.c.v.) de LPS
(Pinato et al., 2013). A expressao da enzima chave na sintese de melatonina, AA-
NAT foi detectada por imunocitoquimica. Células granulares de cerebelo
expressam AA-NAT em condicdo basal (fig. 7A, B) e o estimulo com LPS (100
ng/mL; 2 - 6 h) aumenta em cerca de 100 % a expressdo da enzima (fig. 7A, C).
A quantificagdo da fluorescéncia foi feita somente em células granulares (setas
pretas) que foram diferenciadas por sua morfologia e tamanho. Células com
morfologias diferenciadas (cabecas de setas) nao foram contabilizadas (fig. 7B,

Q).
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Figura 7 - Expressao de AA-NAT em células granulares de cerebelo. (A) LPS (100
ng/mL, 2 - 6 h) induz aumento da expressio de AA-NAT em células granulares de
cerebelo. (B, C) Imagens representativas evidenciando (B) a expressdo basal de AA-
NAT e (C) o aumento da expressao da enzima em células tratadas com LPS (100
ng/mL, 2 h). As setas pretas indicam as células granulares que foram computadas na
quantificagdo da imunofluorescéncia. As cabegas de setas brancas apontam para células
com morfologias diferenciadas (células da glia) e que ndo foram computadas neste

estudo. * p < 0,05 comparado ao controle, (n =3 por ponto).
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Células cerebelares em cultura sintetizam melatonina que é detectada no
meio de cultura em condicdo basal (veiculo) (fig. 8). Quanto maior o tempo de
cultivo, maior é a concentra¢do encontrada, ou seja, apds 6 horas de incubacao
com veiculo foi dosada uma média de 7,30 + 3,80 pg/mL e ap6s 12 horas 18,22 +
1,88 pg/mL. Apesar do aumento da expressao da AA-NAT ap6s incubagdo com
LPS se dar nas primeiras horas de incubacdo, o LPS (30 ng/mL - 1 pg/mL)
estimula um aumento da sintese de melatonina que é estatisticamente
significativo ap6s 12 horas, mas ndo em tempos anteriores, como pode ser

observado ap6s 6 horas de incubacao (fig. 8).
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Figura 8 - Dosagem de melatonina em meio de cultura de células de cerebelo.
Células de cerebelo em cultura em condigdo basal (veiculo) produzem melatonina. O
tratamento com LPS (100 ng/mL) por 12 horas aumenta significativamente a producao
de melatonina. * p < 0,05 e ** p < 0,01 comparados ao veiculo; n = 6 para grupo de 12

horas e n =3 grupo de 6 horas.
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Melatonina endégena protege as células do cerebelo da

morte celular induzida por LPS

O LPS (30 ng/mL) reduz em cerca de 20 % a viabilidade da cultura de
células granulares de cerebelo. O bloqueio de receptores de melatonina por
luzindol (100 nM) potencia a morte celular induzida por LPS em cerca de 45 %
em relagdo ao veiculo (Fig. 9), indicando, portanto, que a melatonina produzida
localmente faz parte da manutencdo da viabilidade celular frente a estimulo

téxico.
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Figura 9 - A melatonina produzida pela cultura de células granulares de cerebelo
incubadas com LPS tem papel protetor. Viabilidade celular de cultura de células
granulares de cerebelo tratadas com LPS (30 ng/mL, 24 h) na auséncia ou presenca de

luzindol (100 nM, 24 h). * p < 0,01 e ** p < 0,001 comparados ao veiculo (n = 3).
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DISCUSSAO

“A ciéncia nunca resolve um problema sem criar pelo menos outros dez”

George Bernard Shaw



Muitos trabalhos da literatura apoiam o papel da melatonina como
agente de protecio em diferentes tipos celulares e tecidos, agindo por
mecanismos dependentes ou independentes de receptores de membrana
(Luchetti et al., 2010). No presente estudo demonstramos que a melatonina pode
exercer um efeito dual sobre a viabilidade de células granulares de cerebelo em
cultura dependendo do contexto em que essas células se encontram. Na
presenca de LPS a melatonina protege as células inibindo a ativacdo da via do
NF-xB. No entanto, a incubacdo apenas com melatonina gera um efeito
citotéxico que resulta em morte celular. Este resultado pode ser comparado ao
efeito da melatonina sobre células cancerosas em que se observa um aumento
de ROS e moléculas pré-apoptoéticas (Sainz et al., 2003).

Este efeito ambiguo da melatonina pode envolver a via do fator de
transcricdo NF-xB. A dualidade do papel do NF-xB no sistema nervoso foi
discutida em uma revisdo feita por Kaltschmidt e colaboradores (2005), na qual
se propde que o grafico da relacdo entre a sobrevivéncia celular (utilizando
modelo de cultura de células granulares) e a atividade do NF-xB segue uma
curva em sino. Isso quer dizer que tanto uma baixa, quanto uma alta ativagao
do NF-xB pode induzir morte, sendo que existe uma faixa de ativacdo 6tima
para a sobrevivéncia celular. Neste trabalho demonstramos que a melatonina
interfere no balanco basal do NF-xB nas células granulares do cerebelo em
cultura, resultando em morte celular. Por outro lado, a melatonina compensa o
aumento da atividade deste fator de transcricio induzido por LPS,

proporcionando uma condicdo favoravel a viabilidade celular.
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Efeitos citoprotetores da melatonina - integracao do cerebelo

ao eixo Imune-Pineal

O papel citoprotetor da melatonina se da por diferentes mecanismos
associados a reducdo de agentes que favorecem a inflamacdo, o estresse
oxidativo ou a morte celular (Luchetti et al.,, 2010). Em cultura de células
granulares de cerebelo, confirmamos que LPS induz a expressdo de iNOS e a
produgao de NO (Sato et al., 1995; 1996) e corroboramos diversos resultados que
demonstram os efeitos benéficos da melatonina sobre a inibicdao da atividade do
NF-xB em modelos in vivo (Bruck et al., 2004; Alonso et al., 2006; Tripathi e Jena,
2010; Bekyarova et al., 2012) e in vitro (Gilad et al., 1998; Tamura et al., 2009; Min
et al., 2012).

Um dos efeitos da reducdao da atividade do NF-kB é a diminuicao da
expressao da enzima iNOS e de seu produto, NO. O NO é um importante
neuromodulador que tem uma baixa reatividade, contudo, forma RNS (NO,
N2O; e ONOO-) capazes de modificar biomoléculas que participam de
processos fisiologicos (Calabrese et al., 2009). O excesso da produgdo de RNS em
resposta a uma inflamagdo pode estar associado a neurodegeneracao (Bishop e
Anderson, 2005). A melatonina tem efeitos benéficos sobre o estresse oxidativo
envolvendo a producdo de NO por reduzir a atividade da isoforma iNOS, cuja
expressao é dependente da atividade de NF-xB, conforme demonstrado em
cérebro isquémico (Kaur et al, 2006, Koh, 2008) e em doengas

neurodegenerativas (Ortiz et al., 2008; Negi et al., 2011).
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Embora muitos dos efeitos protetores da melatonina e de seus
metabolitos estejam associados com a a¢do antioxidante (Galano et al., 2011;
2013), o envolvimento dos receptores MT1 e MT> também estd descrito em
modelos de sepse, apoptose e neurodegeneracao (Husson et al., 2002; Radogna
et al., 2007; Imbesi et al., 2008; Fink et al., 2014; Wang et al., 2013). Na cultura de
células granulares de cerebelo de camundongo Imbesi e colaboradores (2008)
mostraram que o efeito da melatonina de inibir o aumento de c-fos induzida
por forscolina depende da presenca dos dois receptores de melatonina. Células
originarias de camundongos com delecao de um dos receptores perdem o efeito
positivo da melatonina. Nossos resultados mostram que o bloqueio de
receptores de melatonina pelo antagonista luzindol gera um aumento na morte
celular induzida por LPS. Este resultado indica que essa cultura produz
melatonina que age, de forma paracrina, através de receptores de membrana
das células. Este resultado foi confirmado in vivo pelo bloqueio de receptores de
melatonina com injecado i.c.v. de luzindol, o que leva a um aumento no efeito
neurotdxico do LPS no cerebelo (Pinato et al., 2013).

A hipétese do eixo Imune-Pineal preconiza que na fase inicial de uma
inflamacao a glandula pineal deixa de produzir melatonina, abolindo, portanto,
o ritmo plasmatico do hormonio. Este evento é importante para que a resposta
inflamatéria dos leucécitos seja iniciada. Ja na fase de resolucdo, células
imunocompetentes passam a produzir melatonina em altas concentra¢cdes no
local da lesdo. Neste cendrio a melatonina age como anti-inflamatéria e

antioxidante (Markus e Ferreira, 2011). No presente trabalho demonstramos
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que células granulares de cerebelo em cultura expressam a enzima-chave na
sintese de melatonina (AA-NAT) que pode ser correlacionada com a produgao
basal de melatonina. Apesar do LPS induzir um aumento da expressao da
enzima ap06s duas horas de incubagdo, o aumento na producao de melatonina
sO foi detectado apds doze horas de incubacao.

A sintese de melatonina pode ser modulada pela atividade do NF-xB
(Cecon et al., 2010; Muxel et al.,, 2012; Pires-Lapa et al., 2013) sendo que em
linhagens de macré6fagos RAW 264.7 a expressao da AA-NAT é induzida por
dimeros de NF-xB que contém as subunidades RelA e c-Rel (Muxel et al., 2012).
Em experimento in vivo, a injeccdo intraperitoneal de pirrolidina ditiocarbamato
(PDTC - inibidor da atividade do NF-«B), duas horas antes da injegdo i.c.v de
LPS, inibe a inducdo da sintese de melatonina no cerebelo (Pinato ef al., 2013).
Com base nesses dados, levantamos a hipotese de que em cultura de células
granulares de cerebelo a producdo de melatonina dependeria da atividade do
NF-xB, mais especificamente, da ativacdo de dimeros contendo RelA e c-Rel,
lembrando que estas subunidades contém TAD na regido c-terminal necessaria
para inducao da transcricdo génica (Xiao, 2004).

A anélise da atividade do NF-xB nos mostra que os dois complexos (C1 e
C2) presentes nos autorradiogramas sdo compostos por dimeros formados por
P50, RelA, RelB e c-Rel sendo que a subunidade p50 estd presente em ambos os
complexos e as subunidades RelA e c-Rel no complexo 1 (C1). A incubagdo com
LPS (2 - 10 h) induz uma ativagdo de diferentes subunidades em cada tempo

analisado. Nas primeiras duas horas estdo presentes as subunidades p50, RelA
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e c-Rel. Rao e colaboradores (2010) descreveram a presenca de dimeros
formados por essas mesmas subunidades apds estimulo com LPS em células
embriondrias de camundongo. Apds quatro horas de incubacdo com LPS, a
subunidade RelB também estd presente no nicleo das células granulares de
cerebelo. Os dimeros formado por RelA, RelB e c-Rel sdo capazes de ativar a
transcricdo génica por conterem o dominio TAD (Xiao, 2004). Tempos maiores
(6 - 10 h) revelam que a atividade da subunidade inibitéria da transcricdao
génica, p50, é prevalecente. A atividade do NF-xB ocorre de forma oscilatoéria,
ou seja, um mesmo estimulo é capaz de gerar ondas de atividade de diferentes
dimeros de NF-kB que resultam na expressdo ou inibicdo de diferentes genes
em cada momento. (Nelson et al., 2004; Turner et al., 2010). Isso é possivel
porque o NF-xB é capaz de regular a expressdo da proteina inibitéria IxBa
(Hayden e Ghosh, 2004). A presenca das subunidades RelA e c-Rel coincide
com o tempo de expressdo da AA-NAT (2 h), sugerindo que estas subunidades
podem ser responséveis pela expressao da enzima. Os resultados do bloqueio
da atividade do NF-xB com PDTC néao sao conclusivos e, por isso, ndo foram
apresentados neste trabalho

A expressao da enzima AA-NAT no sistema nervoso central é conhecida
em células da glia (Stefulj et al., 2001; Liu et al., 2007; Park et al., 2010; Pinato et
al., 2013), indicando que essas células contribuem com os niveis de melatonina
encontrada no liquido cefalorraquidiano (Tan et al., 2010). No entanto, nossos
resultados sugerem que os neurdnios também sintetizam melatonina, ja que

expressam AA-NAT. Outra possibilidade é que os neurdnios produzam NAS
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que, além de ser precursora da melatonina e produto direto da atividade da
AA-NAT (Simonneuax e Ribelayga, 2003), tem uma distribuicdo prépria e
diferente da melatonina no sistema nervoso central, sugerindo que essa
molécula tenha um papel distinto (Paul et al., 1974; Psarakis et al., 1982; Gaudet
et al., 1991; Chae et al., 1999; Tosini et al., 2012b). A NAS pode ter um papel
protetor contra o estresse oxidativo devido as suas propriedades antioxidantes
(Oxenkrug, 2005), agindo diretamente sobre os radicais livres ou através de
receptores (MT1 e MT2), porém com menor afinidade que a melatonina ou,
ainda, através do receptor do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF),
TrkB (Jang et al., 2010). Sendo assim, podemos inferir que em células granulares
de cerebelo o aumento da expressio da AA-NAT induzido por LPS estaria
relacionado a producdo de NAS que poderia ou ndo ser convertida em

melatonina. Isso pode explicar o atraso na sintese de melatonina em relagao a

expressao da AA-NAT induzidas pelo LPS.

Efeitos citotéxicos da melatonina

A morte de células granulares de cerebelo em cultura induzida pela
melatonina pode ser um efeito sobre a atividade do NF-xB. Os resultados do
presente trabalho indicam que a melatonina reduz de forma transiente a
translocacdao nuclear do NF-xB e, apés 60 minutos de incubagao, a melatonina
passa a aumentar a translocagdo nuclear desse fator de transcricdo. Este efeito

pode ser correlacionado a expressdao da iNOS. A incubagao com melatonina
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levou a uma queda transiente nos niveis de iNOS, seguido de um aumento na
expressao dessa enzima. Ap6s 24 horas de incubagdo com melatonina as células
sofreram uma diminuicdo da viabilidade, o que poderia ser correlacionada ao
aumento dos niveis de NO acima do valor do controle. Essa hipotese foi
comprovada ao se bloquear a atividade da iNOS com o inibidor seletivo 1400W.
A morte celular induzida por melatonina foi inibida na presenca deste
composto, sugerindo a participacdo do NO na reducdo da viabilidade celular.
Tanto a melatonina quanto o LPS induziram morte celular apenas 24 horas apo6s
inicio da incubagdo. Tempos menores ndo foram suficientes para reduzir a
viabilidade, indicando que o tipo de morte celular nestes dois casos foi a
apoptose (Grivicichi et al., 2007).

A melatonina como molécula pré-apoptética tem sido caracterizada
basicamente em células cancerosas (Sainz et al., 2003). A morte celular por
apoptose é um fendmeno fisioloégico associado a homeostase e uma falha no
programa de apoptose pode ocasionar doengas auto-imunes e cancer (Grivicich
et al., 2007). A melatonina tem a capacidade de induzir apoptose em células
cancerosas por ativar a producdo de ROS e vias pré-apoptoéticas através da
modulagdo da atividade do NF-xB, reduzindo o crescimento tumoral (Sainz et
al., 2003; Cristofanon et al., 2009; Radogna et al., 2009; Bejarano et al., 2011;
Lanoix et al., 2012). Em um modelo celular de céncer de préstata humano
(LNCaP), por exemplo, a melatonina potencia a morte celular induzida por TNF
ou radiagdo gama ao inibir a atividade do NF-xB, elevando a capacidade

antioxidante das células (Sainz et al.,, 2008). Resultado semelhante foi
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demonstrado em células pré-mielociticas leucémicas de humano (HL-60) em
que a melatonina potencia os efeitos do peréxido de hidrogénio, levando as
células a apoptose (Bejarano et al., 2011). Em outro caso, linhagens de células
tumorais promonociticas humana o efeito pré-oxidante da melatonina se da
através do aumento da translocacdo nuclear do dimero de NF-xB p50/RelA
(Cristofanon et al., 2009).

O aumento da atividade do NF-xB induzido por melatonina pode ser
explicado por duas alternativas. A primeira se refere a interacao da melatonina
com o receptor 6rfao RORa, como proposto por Tomas-Zapico e Coto-Montes
(2005). Este receptor orfao induz a expressao da proteina inibitéria IxB,
regulando negativamente a atividade do NF-xB. Ao inibir direta ou
indiretamente (via calmodulina) a atividade do RORa a melatonina promove
um aumento da atividade do NF-xB.

A segunda maneira pela qual a melatonina poderia elevar os niveis deste
fator de transcricdo seria através de uma alca de retroalimentacdo entre a
producao de NO e a atividade do NF-kB. A ativacdo da nNOS ou o pré-
tratamento com doares de NO sao capazes de inibir a translocacdo nuclear do
NF-«B induzido por LPS ou TNF (Park et al., 1994; Peng et al., 1995; Colasanti et
al., 1995; Togashi et al., 1997). Os mecanismos subjacentes envolvem nitrosilagao
ou nitracdo de moléculas-chave da via do NF-kB como, por exemplo, a s-
nitrosilacdo da proteina IKK que leva a inibicdo da atividade do NF-kB
(Reynaert et al., 2004). Além disso, a nitracdo da tirosina da RelA mantém esta

subunidade no citoplasma (Park et al., 2005) e a s-nitrosilacdo da p50 impede a
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ligagdo do homo ou do heterodimero ao DNA (Mathews et al., 1996, delaTorre
et al., 1999). O NO também induz a expressdo e estabiliza a proteina inibitéria
IxkBa (Peng et al., 1995). A reducdo do nivel basal de NO abaixo de um valor
critico favorece a ativagdo do NF-kB, levando a um aumento subsequente da
expressao da iNOS e da produgdo de NO. Sendo assim, nossos resultados
sugerem que a melatonina ao reduzir os niveis de NF-kB abaixo dos valores
basais, diminui a expressao de iNOS e de NO suficiente para induzir uma
ativagdo subsequente do NF-kB. Assim, devido a expressao da iNOS ser
controlada pelo NF-kB, a adicao de melatonina resulta, em dltima andlise, em
um aumento da expressao de iNOS e da producao de NO que levam a morte
celular. Esta hipotese é reforcada pelo resultado da expressdao da iNOS na
presenca de melatonina em que se observa, em um primeiro momento, uma
diminuicdo em relacdo ao controle, seguida de um aumento na expressao da
enzima.

A melatonina liberada na corrente sanguinea pela glandula pineal faz
parte da temporizacdo enddgena que sincroniza o organismo ao ciclo
claro/escuro ambiental. Em diversas doencas como deméncias, transtornos do
humor, dores cronicas, distirbios do sono, cancer e diabetes os niveis de
melatonina plasmatica estdo reduzidos e, nestes casos, essa indolamina tem
sido considerada uma ferramenta terapéutica interessante (Hardeland, 2012).
Além disso, o uso dessas propriedades cronobidticas tem sido descrita com
sucesso em casos de disttrbios do sono associados ao jetlag, trabalho em turnos,

sindrome do atraso na fase de sono e transtornos do sono em idosos (Arendt e
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Skene, 2005). Nos Estados Unidos a melatonina é classificada como suplemento
alimentar e, portanto, é vendida sem necessidade de prescricio médica. No
Brasil a venda de melatonina para fins terapéuticos ndo é permitida pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria (ANVISA) por ndo possui registro e
eficcia terapéutica avaliada pela agéncia.

Pouco se sabe sobre os efeitos adversos do uso da melatonina quanto a
concentragdo, tempo de tratamento ou o uso em individuos sadios. Em um
estudo toxicologico com individuos saudaveis (10 mg diario por 28 dias), por
exemplo, ndo houve alteracdo nos niveis eletroliticos, nas fungdes renal,
hepatica, da tiredide, da glandula adrenal ou mesmo na producdo endégena de
melatonina. Apesar disso, houve uma alteracdo no estagio 1 do sono nos
individuos que tomaram melatonina e um ntimero maior desses individuos em
relacdo aos que tomaram placebo relataram maior sonoléncia e dor de cabeca
(Seabra et al., 2000).

Um efeito negativo da aplicagdo farmacoldgica da melatonina foi
observado na aquisi¢do de memoria em Danio rerio, conhecido como peixe
paulistinha, um animal de habito diurno (Rawashdeh et al., 2007; Rawashdeh e
Maronde, 2012). Neste modelo, a consolidagdo da memoria é facilitada na fase
de claro e a melatonina aplicada farmacologicamente nesta fase tem um efeito
inibitério no aprendizado de novas tarefas. A melatonina, no entanto, nao tem
efeito na memoria ja consolidada. Em ratos, a melatonina administrada durante
a fase de claro prejudica a formacdo de memoria visuo-espacial (Soto-Moyano et

al., 2006) e em fatias de hipocampo de camundongo a melatonina prejudica a
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potenciacdo de longo prazo, provavel mecanismo pelo qual a memodria é
codificada e armazenada no SNC. Este efeito parece depender de receptores
MT> (Wang et al., 2005) e da participacdo de NO, uma vez que a administragao
de um doador de NO bloqueia o efeito inibitério da melatonina na potenciacao
de longo prazo (Takahashi e Okada, 2011). Em humanos, nao hé estudos que
demonstrem os efeitos da melatonina na meméria de sujeitos saudaveis.

Um outro exemplo do efeito negativo da melatonina aplicada
farmacologicamente se d4 na retina. A retina sintetiza melatonina na fase de
escuro e é necessario que os niveis de melatonina estejam baixo durante o dia, ja
que a melatonina potencia o dano oxidativo e a morte de fotorreceptores
induzidos pela luz (Wiechmann e O’Steen, 1992). Apesar do uso da melatonina
ser um recurso para o tratamento de glaucoma, por exemplo, a administragao
dessa indolamina na fase de claro pode induzir morte células de fotorreceptores
(Tosini et al., 2012a). Os mecanismos pelos quais a melatonina aumenta a

susceptibilidade da retina a luz ainda sdo desconhecidos (Sakamoto et al., 2004).

Consideragoes finais

A escolha da cultura de células granulares de cerebelo foi fundamental
para a realizacdo deste trabalho pois estas células apresentam uma atividade
basal de NF-xB que é essencial para a sobrevivéncia em cultura. A melatonina
foi capaz de alterar o conteddo nuclear basal de NF-«kB, o que provocou um

aumento da expressao de iNOS e morte das células. Por outro lado, a
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administracdo de melatonina em culturas desafiadas por LPS promoveu um
aumento da sobrevivéncia celular com reducao dos niveis nucleares de NF-xB e
expressao de iNOS.

A cultura de células granulares de cerebelo produz melatonina em
condicdo basal, com aumento dessa producdo quando as células sao
estimuladas por LPS e o fato dos neuronios (células granulares) expressarem
AA-NAT é um forte indicio que essas células sdo capazes de produzir
melatonina. Os resultados obtidos neste projeto e as colaborac¢des com outros
projetos nos permite inferir que o cerebelo é uma regido protegida do sistema
nervoso central gragas a producdo local de melatonina. Atuando de forma
pardcrina ou autoécrina através de seus receptores de membrana protege as
células do cerebelo dos efeitos neurotoxicos do LPS. Essa resposta parece ser
uma exclusividade do cerebelo, j4 que ndo foi observada no cértex e no
hipocampo de ratos injetados com LPS i.c.v. (Pinato et al., 2013).

A figura 10 mostra um esquema incluindo os resultados obtidos neste
trabalho, as hipodteses levantadas e dados da literatura que elucidam o efeito
dual da melatonina sobre a viabilidade das células granulares de cerebelo,
dependendo do contexto em que se encontram e, levando em consideracdo,
principalmente, a via do fator de transcricdo NF-xB. Nossos resultados indicam

um mecanismo pelo qual a melatonina poderia induzir morte celular em células

normais.
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Figura 10 - Esquema hipotético para a atividade dual da melatonina em células
granulares de cerebelo. A esquerda, células ativadas por LPS (1) através de seu
receptor TLR-4 que leva a ativacdo da via do NF-xB. Uma vez ativado o NF-«xB induz a
expressao da iNOS que aumenta os niveis de NO. Este eleva os niveis de ROS/RNS (2)
que também aumentam a atividade do NF-xB. A ativacdo deste fator de transcricao
pode estar relacionada a ativagdo da expressao da AA-NAT (3) que catalisa a sintese de
NAS (4). Esta poderia agir na via do NF-xB, interagir com ROS/RNS ou dar origem a
melatonina (5). A melatonina produzida endogenamente pode ter uma acao autécrina
(5) ou parécrina, agindo em seus receptores de membrana (MT-R) (6). A melatonina
exégena ou proveniente de outras fontes, como a microglia e prépria pineal, também
age sobre receptores ou pode atravessar a membrana e interagir com a via do NF-xB e
ROS/RNS (7). A direita, células tratadas somente com melatonina. A melatonina age
nos receptores (8) ou atravessa a membrana celular (9), levando a uma redugdo
transiente da atividade do NF-xB (10) o que reduz os niveis de NO na célula. Esta
reducdo gera uma resposta de retroalimentacdo que induz um aumento da atividade
do NFxB (11). O aumento de ROS/RNS pode ser uma via adicional no aumento da
atividade do NF-kB que eleva ainda mais os niveis de NO (12). Outra interagdo da
melatonina é com o RORa (13). Este é responsavel pelo aumento da expressdo do IkB.

Logo, o bloqueio da melatonina sobre RORa gera um aumento da atividade do NF-xB.
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CONCLUSOES

“Se queremos progredir, ndo devemos repetir a historia, mas fazer uma histéria
nova”

Mahatma Gandh



. Melatonina desempenha efeito dual sobre a viabilidade celular
dependendo do contexto: protegendo as células dos efeitos neurotéxicos
causados pelo LPS ou induzindo morte celular em células nao tratadas.

. Em condigdo basal as células granulares de cerebelo apresentam dois
complexos (C1 e C2) formados por dimeros que contém p50, RelA, RelB
e c-Rel;

. O LPS induz a ativacdo de diferentes subunidades do NF-xB ao longo do
tempo;

. A melatonina inibe a translocacdo nuclear do NF-xB, bem como reduz a
expressao da iNOS e a produgao de NO induzidos por LPS;

. Em condicdo basal a melatonina induz uma reducéao transiente do NF-
kB, seguida de um aumento dos niveis nucleares do fator de transcricao;

. Nesse contexto, a melatonina induz a expressao da iNOS e a produgao
de NO;

. O aumento de NO estd envolvido na morte celular induzida tanto pelo
LPS quanto pela melatonina;

. Células granulares do cerebelo em cultura expressam AA-NAT e
produzem melatonina;

. Melatonina endégena protege a cultura de células do cerebelo da morte

celular induzida por LPS.

71



RESUMO



Diversos neurdnios apresentam uma atividade constitutiva de NF-xB, o qual
desempenha miltiplas fungdes fisiologicas, além da modulacdo de respostas
patolégicas. A melatonina, hormoénio produzido ritmicamente pela glandula
pineal na fase de escuro, é também um fator autdcrino e paracrino envolvido
em multiplos processos biolégicos, sendo que a citoprotecdo é uma agado de
destaque dessa molécula. A melatonina inibe a translocacdao nuclear do NF-«xB e
a expressao do seu produto iNOS em modelos de danos celular. No presente
trabalho avaliamos se o efeito citoprotetor da melatonina depende do estado de
ativacdo do NF-kB em cultura de células granulares de cerebelo, tendo em vista
que essas células apresentam uma atividade basal deste fator de transcrigao
fundamental para a sobrevivéncia das células. Além disso, questionamos se
essas células em cultura produziriam melatonina e se esta teria algum papel
citoprotetor. Testamos a viabilidade da cultura de células granulares de
cerebelo de rato (Wistar 7-8 dias de idade) apoés 24 horas de incubagdo com
melatonina na presenca ou auséncia de LPS. Em condicdo basal a melatonina
diminuiu a sobrevivéncia das células e inibiu a morte celular induzida pelo
LPS. Este efeito foi compativel com os resultados da ativacdo do NF-kB e da
expressao da iNOS. Na presenca do LPS a melatonina bloqueia a indugdo da
translocagdo nuclear do NF-«kB, a expressdao da iNOS e a producdo de NO.
Quando apenas a melatonina foi incubada, observamos uma inibigao transiente
(15 min.) do NF-kB, seguida por um aumento do contetido nuclear do fator de
transcricdo (60 min.). A expressdo da iNOS seguiu o mesmo perfil, ou seja,
sofreu uma inibicdo transiente (30 min.) seguida de um aumento acima do nivel
basal ap6s 120 minutos de incubagdo. Portanto, demonstramos que a
melatonina afeta de forma diferente a viabilidade de células granulares de
cerebelo dependo do contexto em que as células se encontram. Além disso,
obtivemos evidéncias de que essas células expressam a enzima a AA-NAT, e
produzem melatonina, que exerce fungao protetora para a cultura. Desta forma,
nossos dados proporcionam uma base mecanicista para a compreensdo da

influéncia  do  contexto  celular na  resposta a  melatonina.
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ABSTRACT



Several neurons constitutively express NF-xB, which plays some physiological
roles, besides the well-known control of pathological responses. Melatonin, the
hormone produced by the pineal gland rhythmically in the dark phase is also
an autocrine and paracrine factor of immune competent cells, involved in
multiple biological processes and the cytoprotective action is a highlight of this
molecule. Melatonin inhibits the nuclear translocation of NF-kB and the
expression of iNOS in models of cell damage. The present study evaluated
whether the cytoprotective effect of melatonin depends on the state of
activation of NF-kB in cultured cerebellar granule cells, given that these cells
have a basal activity of this transcription factor essential for cell survival.
Moreover, we questioned whether these cells in culture produce melatonin and
whether it would have a cytoprotective role. We tested the viability of the rat (7-
8 days old Wistar) cerebellar granule cell culture after 24 h incubation with
melatonin in the presence or absence of LPS. In basal condition melatonin
decreased cell survival while inhibited cell death induced by LPS. These effects
were consistent with the results from the activation of NF-«xB and the
expression of iNOS. In the presence of LPS melatonin blocked the activation of
the NF-xB , the expression of iNOS and the production of NO. When only
melatonin was incubated, we observed a transient reduction (15 min) of NF-xB
nuclear content, followed by an increase of its nuclear content (60 min). The
iNOS expression followed the same profile, i.e. undergone a transient inhibition
(30 min), followed by an increase above baseline after 120 min of incubation.
Therefore, we have demonstrated that melatonin affects differently the viability
of cerebellar granule cells depending on the context. Furthermore, we founded
evidences that the granule cells in culture express the key enzyme in the
synthesis of melatonin, AA-NAT and produce melatonin, which -carries
protective function for the culture. Our data provide a mechanistic basis for
understanding the influence of cell context on the final output response to

melatonin.
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