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"Vocé é quem decide o que vai ser eterno em vocé, no seu cora¢do.
Deus nos dda o dom de eternizar em nés o que vale a pena, e

esquecer definitivamente aquilo que ndo vale..."

- Padre Fdbio de Melo
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Introducao

A glandula pineal

Origem, anatomia, histologia, invervacédo e fotorrecepcéao

A glandula pineal é um 6rgdo neuroenddécrino que converte o
sinal fético ambiental em mensagens quimicas, provendo informacdes
temporais para o organismo. Descrita em todos o0s vertebrados,
apresenta capacidade fotorreceptora em peixes, anfibios, répteis e em
algumas espécies passariformes, dada sua homologia as celulas da
retina. Em mamiferos, embora ainda apresente marcadores de
fotorrecepcdo (rodopsina e recoverina, por exemplo), a capacidade
fotorreceptora é perdida tornando-se subserviente as informacdes dos
nucleos supraquiasmaticos (NSQs), sede do reldgio bioldgico central
(Vollrath, 1981; revisto por Simonneaux e Ribelayga, 2003).

Anatomicamente é considerada parte integrante do epitdlamo.
Em humanos, origina-se de uma evaginacdo do teto do Ill ventriculo
do diencéfalo e situa-se na porcdo dorsal do tronco cerebral ligando-
se através de um pedinculo as comissuras habenular e posterior
(Arendt, 1995).

Histologicamente a glandula pineal é composta por diversos
tipos celulares destacando-se microglia, astrécitos e os pinealécitos,
neurdnios que sofrem diferenciacdo durante a ontogénse (Arendt,

1995; Ekstrom e Meissl, 2003; Moller e Baeres, 2002).



Diversas inerva¢gGes atingem a glandula pineal, como as
provenientes do ndcleo paraventricular hipotalamico (PVN), do
ganglio trigemial, do folheto intergeniculado talamico (IGL), do
nucleo dorsal da rafe e das comissuras habenular e posterior. Todavia,
a mais relevante para o metabolismo da glandula é a inervacdo poés-
ganglionar simpatica (Kappers, 1960; Reuss, 1999; Leander et al.,
1999; revisto por Simonneaux e Ribelayga, 2003).

Em mamiferos, a percepcdo do fotoperiodo é decorrente da
sinalizacdo das fibras retino-hipotalamicas aos NSQs. Os NSQs,
através de uma estimulacdo glutamatérgica comunicam-se com o PVN
que, por sua vez, inerva a coluna intermédio-lateral da medula
espinal. A partir desta, fibras nervosas eferentes comunicam-se com o
ganglio cervical superior que, por meio dos nervos conarios,
projetam-se para a glandula pineal (Teclemariam-Mesbah et al., 1999;
revisto por Simonneaux e Ribelayga, 2003).

Durante a fase de claro a alta intensidade luminosa é captada
pela retina através do fotopigmento melanopsina presente nas células
ganglionares. Este sinal fético é traduzido em um sinal elétrico que é
transmitido pelo nervo Optico retino-hipotalamico para o0os NSQs
(Kalsbeek, 2000; Provencio et al., 2000). Vias eferentes que se
projetam dos NSQs para o PVN liberam o neurotransmissor &cido
gama-aminobutirico (GABA) que, nesse contexto, desempenha um

sinal inibitorio sobre a atividade do PVN (Cipolla-Neto et al., 1995;



Teclemariam-Mesbah et al., 1999; Kalsbeek et al., 2000; Sakai et al.,

2001).

Sintese de melatonina

Os eventos referentes a biossintese de compostos indolaminicos
pela glandula pineal durante a fase de escuro estdo sumarizados na
figura 1. O primeiro passo na sintese de melatonina ocorre com a
captura do triptofano circulante pelos pineal6citos (Reiter, 1984;
Reiter, 1991). Por acdo da enzima triptofanohidroxilase (TPOH), este
¢ convertido em 5-hidroxitriptofano (5-HTP). Posteriormente, a
enzima 5-HTP descarboxilase, membro do grupo das enzimas que
atuam descarboxilando aminoacidos aromaticos (AAAD), retira um
grupamento carboxila do 5-HTP, formando como subproduto a
serotonina (5-HT) (Snyder e Axelrod, 1964). O aumento da atividade
da enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT) gera a N-
acetilserotonina (NAS) que é, posteriormente, metilada pela enzima
hidroxindol O-metiltransferase (HIOMT) formando a melatonina
(Axelrod e Weissbach, 1960; revisto por Simonneaux e Ribelayga,
2003).

A liberacdo de noradrenalina na fenda sinédptica ativa o0s
receptores Bl-adrenérgicos dos pinealocitos (Kappers, 1960; Klein e
Weller, 1970; Klein, 1983; Klein, 1985; Tobin 2002). Estes receptores

guando estimulados ativam a proteina G estimulatoria (Gs) que



acarreta na ativacdo da enzima adenilil ciclase e aumento dos niveis
de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc) (Vanececk et al., 1985).
Isso promove a ativacdo da proteina quinase tipo A (PKA) e
conseguinte fosforilacdo do fator de transcricdo CREB (do inglés,
sigla para “cyclic AMP response element binding”) que, quando
fosforilado se liga a proteina coativadora CBP (do inglés, sigla para
"CREB-binding protein"). Esse complexo migra para o nucleo onde se
liga a regides promotoras do gene da enzima AA-NAT (Baler, 1997;
revisto por Simonneaux e Ribelayga, 2003). Para que esta enzima
esteja ativa e ndo seja rapidamente degradada, faz-se necessario um
acoplamento com a proteina chaperona 14-3-3 e a fosforilacdo desse

complexo por PKA (Ganguly et al., 2001; Klein, 2007).
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Figura 1 - Durante a fase de escuro, a estimulacido Pi-adrenérgica leva ao
desprendimento da subunidade a da proteina Gs, ativando a adenilil ciclase que,
por sua vez, atua convertendo AMP em AMPc. Isso leva a ativacdo de PKA que
fosforila CREB, promovendo sua dimerizacdo e ligacdo com o cofator CBP. Esse
complexo migra para o nlcleo e promove a transcricdo génica da enzima AA-NAT,
que ¢é rapidamente complexada com a chaperona 14-3-3 e fosforilada por PKA,

catalisando 5-HT em NAS, que por acdo da HIOMT, é convertida em melatonina.



Sitios de atuacdo e metabolizacdo da melatonina

A melatonina apresenta funcdo cronobiodtica, atuando como um
zeitgeber (do alemdo, doador de tempo), levando as informacdes de
tempo a todo o organismo conferindo-lhe assim a capacidade de
antecipacdo as variacbes ambientais (revisto por Simonneaux e
Ribelayga, 2003). Sua acdo pode ser desencadeada através dos
receptores de membrana MT1 e MT2 e também diretamente em alvos
intracelulares devido a sua alta solubilidade como, por exemplo,
inibicdo da interacdo calcio-calmodulina e de fatores de transcricdo
como o nuclear factor kB (NF-kB) (Benitez-King e Anton-Tay, 1993;
Dubocovich, 2007; Nosjean et al., 2000; Cecon et al., 2010).

A melatonina na circulacdo tem meia vida curta sendo
metabolizada no figado por um complexo de enzimas de origem
mitocondrial chamado citocromo P450 (CYP450) (Hardeland e
Poeggeler, 2012). A principal isoforma de CYP450 envolvida na
metabolizacdo hepéatica da melatonina é a CYP1A2, havendo também a
participacdo da CYP1Al e CYP2C9 (Facciola et al., 2001).
Inicialmente ocorre a hidroxilacdo da melatonina convertendo-a em 6-
hidroximelatonina (6-OH-melatonina) e posterior conjugacdo com
sulfato ou glucuronato para eliminacdo pela urina (Arendt, 1998;
Facciola et al., 2001). Esta hidroxilacdo da melatonina pode também
ser decorrente da interacdo direta desta molécula com espécies
reativas de oxigénio (ROS), nitrogénio (RNS) ou radicais hidroxila

(OH"). A excrecdo do precursor NAS ¢é infima e, quando ocorre, nao



apresenta hidroxilacdo sendo diretamente eliminada em sua forma
conjugada com glucuronato ou sulfato (Ma et al., 2008).

A melatonina também pode sofrer um processo de demetilacéo
por acdo da CYP1A1l, CYP2C9 e CYP2C19 (Ma et al., 2005; Pandi-
Perumal et al., 2006), convertendo-a em seu precursor — e também
metabolito — NAS (Facciola et al., 2001). Uma possivel acdo da
CYP1A2 catalisando melatonina em NAS também é considerada,
embora em menor escala (Ma et al., 2005; Pandi-Perumal et al.,
2006).

De origem mitocondrial, as CYPs sdo geneticamente passiveis
de atuar em virtualmente todos os tecidos e possuem multiplos
substratos de atuacdao que ndo a melatonina. Apresenta expressdo em
células do sistema nervoso central (SNC) (Meyer, et. al, 2007), na
barreira hemato-encefalica (Decléves et al., 2011) e podem estar
presentes na glandula pineal podendo agir inespecificamente
catalisando a 6-hidroxilacdo ou a O-demetilacdo da melatonina,
convertendo-a em seus metabolitos, respectivamente,
6-OH-melatonina e NAS (Hardeland, 2010). A figura 2 resume as

principais CYPs que medeiam a catalise de melatonina aqui descrita.



CYP2C19
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Figura 2 - Complexo de enzimas citocromo P450 (CYP450) envolvidas na
metabolizacdo de melatonina. A metabolizacdo de primeira passagem da melatonina
ocorre no figado por acdo das CYPs, levando a formacdo de 6-OH-melatonina, o que
sofre, posteriormente, sulfatacdo ou glucoronidacdo no leito renal para sua
excrecdo. Todavia, melatonina também pode ser convertida em NAS através de

diferentes isoformas de CYPs, como as presentes no SNC.

Contrastando com a pequena participacdo das CYPs na
conversdao de indolaminas, os principais metabdlitos da melatonina no
SNC foram identificados como as quinuraminas AFMK (do inglés,
sigla para N-acetyl-N-formil-5-metoxikynuramine) e AMK (do inglés,
sigla para N-acetyl-5-methoxykynuramine) (Hirata et al., 1974).
A conversdo de melatonina em AFMK era entendida como dependente
da atividade da indolamina 2,3-dioxigenase (IDQO) (Tan et al., 2007).

Esta enzima age através da clivagem do anel pirrdlico da molécula de



melatonina e tem sua atividade aumentada pela estimulacdo
purinérgica (Harderland, 2010; Marteau et al., 2005). Todavia, ja esta
descrito na literatura vias que contemplam essa conversdo de modo
independente da acdo da IDO, como a interacdo com citocromo C,
atividade de peroxidases, luz ultravioleta (UV) ou ROS (revisto por
Tan et al., 2007).

Por sua vez, a melatonina ainda pode ser alvo de conversdes néo
enzimaticas mediadas por reacbes de nitrosacdo, formando o0s
compostos N-nitromelatonina e/ou N-nitrosomelatonina (Tan et al.,
2007; Hardeland, 2010). Estes produtos podem ter grande relevancia
para o SNC na ativacdo de microglia, niveis téxicos de ROS e
neuroinflamacdo (Hardeland, 2010). As vias de conversdo de

melatonina no SNC estdo sumarizadas na figura a seguir (figura 3).
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Figura 3 — Vias preferenciais de conversdo de melatonina em derivados do AFMK
no SNC por acdo enzimdtica e/ou interacdo com espécies reativas. Melatonina pode
levar a formacao de AFMK por vias diretas, enzimaticas (IDO e peroxidases) e néo-
enziméticas (citocromo C, ROS ou UV), ou indiretas, de acordo com interacdo de
espécies reativas (ROS, RNS ou OH"), levando a formacdo do composto 30HMc, um
intermediario para a formacdo de AFMK. Formamidases e peroxidases, agindo em
AFMK, levam a formacdo de AMK, que por ac¢do de nitrosa¢do e do peroxinitrato-
CO:2 levam, respectivamente, a formacdo de AMMC (3-acetamidometil-6-

metoxicinolinona) e AMNK (N-acetil-5-metoxi-3-nitroquinuramina).

Diversos sdo os papéis da melatonina e seus metabdlitos na
fisiologia dos organismos, entretanto, para este estudo, gostariamos
de salientar os eventos que se relacionam com a comunicagdo entre a
pineal e a resposta imune inata como descrita por Markus e

colaboradores (2007).
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O eixo imune-pineal

A inflamacdo ¢ um processo fisiolégico que consiste em pelo
menos duas fases - pro-inflamatdria e anti-inflamatdria, mediada pela
atividade de ceélulas imunocompetentes em resposta a fatores
enddégenos ou exdégenos que ofertem perigo a homeostasia. A
montagem da resposta inflamatoria em mamiferos é um fendmeno
sincronizado e sequencial que denota a participacdo integrada entre a
comunicacdo nervosa e enddcrina (Markus et. al., 2007).

Uma das primeiras etapas para a montagem de uma resposta
inflamatdéria demanda o recrutamento de células imunocompetentes
advindas de outras localidades através de sinais quimiotaxicos. Este
recrutamento celular implica no rolamento seguido da adesdo de
leucocitos as células endoteliais, permitindo a transmigracdo dos
mesmos (Bienvenu e Granger, 1993). Foi demonstrado que esse
processo € influenciado diretamente pelos niveis circulantes de
melatontina que atenuam o poder de adesdao e rolamento das células
imunocompetentes (Lotufo et al., 2001).

A melatonina também pode ser produzida localmente por células
imunocompetentes em concentracdes bastante elevadas (Carrilo-Vico
et al., 2004; Martins et al., 2004; Pontes et al., 2006), o que, em
células mononucleares de humanos, é um estimulo positivo para a
sintese de citocinas pro-inflamatdrias como intérferon (IFN) tipo vy, as

interleucinas (IL) tipo 2 e 6 (Garcia-Maurifio et al., 1997).
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Uma vez que a glandula pineal é um o0rgdo circunventricular
(Duvernoy e Risold, 2007), a liberacdo de mediadores inflamatorios
atinge a pineal através da circulacdo modulando a funcéo
neuroendocrina desta glandula. Foi demonstrado que a glandula pineal
possui receptores TLR4 (do inglés, sigla para toll-like receptor,
subtipo 4) capazes de reconhecer lipopolissacarideo (LPS, endotoxina
presente na membrana externa de bactérias gram-negativas) e
receptores de TNF do tipo 1 (TNFR1). O estimulo de LPS em
glandulas pineais em cultura leva a producdo de TNF que, ativando
seus receptores na pineal levam a uma translocacdo nuclear de NF-«xB
e diminuicdo da sintese de NAS e melatonina (da Silveira Cruz-
Machado et al., 2010; Carvalho-Sousa et al., 2011). Inversamente,
corticosterona agindo em receptores de 12licocorticoides também
presentes na pineal, tem um efeito oposto potenciando a producdo de
melatonina (Ferreira et al., 2005; Fernandes et al., 2009).

Outras citocinas também sdo apontadas como capazes de alterar
a funcdo da glandula pineal, como a IL-6 e 0o TGF-pB (do inglés, sigla
para “transforming growth fator” ), que tem seus niveis
transcricionais aumentados quando o tecido é estimulado com
noradrenalina (Tsai et al., 2001). IFNy, por sua vez, pode atuar
modulando positiva ou negativamente os niveis de melatonina de
acordo com a concentracdo (Withyachumnarnkul et al., 1990),
podendo agir diretamente nos pinealdcitos ou mesmo na inervacgao

simpatica (Withyachumnarnkul et al., 1991).
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Se por um lado os niveis de melatonina circulante diminuem
durante um quadro injuriante, localmente ocorre um aumento da
sintese de melatonina por células do sistema imune (Pontes et.al.,
2006). Este é um mecanismo importante para o desenvolvimento da
fagocitose uma vez que o bloqueio dos receptores de melatonina inibe
a fagocitose mediada por celulas mononucleares do colostro de
humanos (Pires-Lapa et.al., 2013).

Portanto, pelo fato de se encontrar fora da barreira
hematoenceféalica e responsiva a diferentes ligantes presentes na
circulacdo, como os DAMPs (do inglés, sigla para damageassociated
molecular patterns) e PAMPs (do inglés, pathogen-associated
molecular patterns), a glandula pineal configura-se como um sensor
participante na montagem da resposta inflamatéria (Markus et al.,
2007). Recentemente a literatura vem demonstrando uma importante
participacdo da sinalizacdo purinérgica na regulacdo de processos
fisiolégicos e, principalmente, na modulacdo de respostas

inflamatdrias como apresentamos a seguir.

O sistema purinérgico

Purinas e pirimidinas

No comeco do século XX iniciam-se as demonstragfes de que
purinas, como adenina, guanina, cafeina e xantina, apresentam acdes

como mediadores extracelulares. Tal assungdo comegou com a
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observacdo de um modelo cardiaco de mamiferos em que foi
observada uma diminuicdo da frequéncia cardiaca e da pressdo
arterial a partir da estimulacdo purinérgica (Drury e Gyorgyi, 1929).

Em meados do mesmo século as pesquisas na area avancgaram
apontando que o trifosfato de adenosina (ATP) compunha o conteudo
de vesiculas sinapticas, como demonstrado pioneiramente por Dowdall
e colaboradores (1974) em vesiculas colinérgicas. A hipdtese de uma
mesma célula nervosa liberando mais de um tipo de transmissor
(Burnstock, 1976) foi recebida com ceticismo, sendo aceita como uma
excecdao a casos especificos. No entanto, hoje, a cotransmissao
sinaptica, purinérgica ou ndo, é sabidamente entendida e aceita como
0 padrdo da comunicacdo quimica neuronal.

Sugere-se que o ATP estocado em vesiculas seja proveniente do
contingente livre produzido pela fosforilacdo oxidativa. Todavia,
como essa molécula é altamente carregada e hidrofilica e, portanto,
incapaz de atravessar membranas bioldgicas por difusdo, foi levantada
a hipotese de que haveriam mecanismos que auxiliassem nesse
processo (Sperlagh e Vizi, 1996).

InvestigagOes iniciais a respeito da vesiculagcdo de ATP foram
realizadas e apontavam para a existéncia de um transportador que
realizasse essa funcdo (Stadler e Fenwick, 1983; Schléafer et al.,
1994). Maiores especificacbes a respeito desse transportador
permaneceram inconclusivas até pouco tempo, quando o grupo de

pesquisa de Sawada e colaboradores (2008) encontrou uma proteina
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candidata a permutar o ATP citoplasméatico para o interior da vesicula
sindptica — a SLC17A9.

Hoje é sabido que o ATP € o principal componente purinérgico
de vesiculas sinapticas variando suas concentracdes entre 1 e 200mM
(Stjarne, 1989). No citoplasma a concentracdo de ATP varia entre 2 e
5 mM que podem ser liberado através de varios mecanismos:. por
transportadores ABC, canais de conexina, canais de panexina, canais
aniénicos, apoptose e necrose/lise celular além de uma importante
participacdo de liberacdo de ATP mediada pelo receptor P2X7

(Brandao-Burch et al., 2012).

Receptores purinérgicos

Foi com os trabalhos de Bunrstock (19762; 1976b; 1976c) que
foi postulado que purinas e pirimidinas agem como mediadores da
atividade neuronal por meio da ativacdo de diferentes grupos de
receptores, classificados como P1 e P2 (Burnstock, 1978).

Os receptores P1 sdo receptores metabotrépicos ativados por
adenosina (Burnstock, 1978; Klotz, 2000) e sdo subdividos em Al,
A2a, A2b e A3. Os subtipos Al e A3 sdo receptores acoplados a
proteina Gi/0 e A2a e A2b a proteina Gs (revisto por Landolt et al.,
2012).

Os receptores P2, por sua vez, possuem como agonistas
endogenos o0s nucleotideos di e trifosfatados e, mediante suas

caracteristicas de estrutura molecular e sinal de transducdo, séo
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subdivididos em duas grandes familias: P2Y e P2X (Burnstock e
Kennedy, 1985; Abbracchio e Burnstock, 1994; Burnstock e Ralevic,
1998). A familia de receptores P2Y correspondem a receptores
metabotropicos e respondem a agonistas purinérgicos di e
trifosfatados. Estdo caracterizados oito tipos de receptores desta
familia: P2Yi1, P2Y2, P2Ys4, P2Ys, P2Y11, P2Y12, P2Y13 € P2Y1s
(Abbracchio et al., 2003). Na via de transducdo o acoplamento a Gq
ou Gs € caracteristico dos receptores P2Yi12,4,11, enquanto o
acoplamento a Gi/0 é caracteristico dos receptores P2Y12.13,14 (Harden
et. al, 2010). Apesar de serem receptores metabotropicos, a literatura
também descreve a participacdo da estimulacdo de receptores P2Y
como capazes atuar no fechamento de alguns canais trocadores de
potassio (K*) ou mesmo na modulacdo de canais voltagem-dependente
de Na* e Ca*? (Hille, 1994; Maurice et al., 2001; Dolphin, 2003).

Os receptores P2X sdo receptores ionotropicos, que apresentam
dois dominios transmembréanicos, hétero- ou homodiméricos, com uma
alca extracelular onde se encontram os sitios de ligacdo para ATP,
antagonistas e moduladores, apresentando-se como um trimero
(Ennion et al., 2000; Jiang et al., 2000; Khakh et al., 2001; Khakh e
North, 2006; Browne et al., 2010; Coddou, 2011). S&o descritos sete
tipos de receptores P2X caracterizados como P2X1, P2X2, P2X3,
P2X4, P2X5, P2X6 e P2X7. Ao serem estimulados, esses receptores
permitem a passagem de cations, como o influxo de Ca*? e Na* e o

efluxo de K* de modo nédo seletivo e a favor do gradiente de
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concentracdo (Browne et al., 2010; Young, 2010; Coddou, 2011;

Khakh et al., 2011).

Enzimas de metabolizacao

O ATP extracelular pode ser alvo de ectoenzimas que hidrolisam
nucleotideos multifosfatados, convertendo-o em suas moléculas
precursoras e permitindo a ativacdo de diferentes receptores
purinérgicos (Shirley et al., 2009). Existem diferentes enzimas que
realizam essa hidrolise, variando em relacdo a sua estrutura, substrato
e produto final da catalise, conforme sumarizadas na figura 4:
ecto-nucleosideo-trifosfato-difosfohidrolases (E-NTPDasel,2,3,8),
ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP1,2,3), ecto-5’-
nucleotidase e a fosfatase alcalina (para revisdo Zimmermann et al.,

2012).
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Fosfatase alcalina:

i NPP 1-3: ATP > ADP + Pi

NTPDase 1: ATP > AMP + PP{ NTPDase 5-8: ATP > AMP + Ppi | | eN-5’nucleotidase ADP > AMP + Pi

NTPDase 2-4: ATP > ADP + Pi ATP > ADP + Pi AMPc > AMP AMP > ADO + Pi AMP > ADO + Pi
Figura 4 - Ectoenzimas que hidrolisam ATP. NTPDase 1 hidrolisa

preferencialmente ATP em AMP + Ppi, enquanto outras subtipos de NTPDase agem
preferencialmente convertendo ATP em ADP + Pi. As NPPs também realizam a
hidrélise de purinas, mas apresentam diferente conformacdo proteica. A eN-5°
nucleotidase promove a conversdo de AMP em ADO + Pi. Por sua vez, as fosfatases

alcalinas podem agir em qualquer produto de purina.

Além das ectoenzimas, conversores extracelulares de
nucleotideos promovem a troca de um grupamento fosfato (Pi) de uma
molécula trifosfatada, como a uracila trifosfato (UTP), para uma
molécula difosfatada, como o ADP, levando a formacdo de ATP. O
mesmo pode ocorrer no sentido inverso, transformando, por exemplo,

ATP em um UTP pelo mesmo processo (Zimmerman, 2001).
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Receptores purinérgicos na glandula pineal

Em 1987, experimentos in vivo realizados por Gharib e
colaboradores (1987) demonstraram que animais tratados com
adenosina exibiam niveis elevados de melatonina. Posteriormente,
Sarda e colaboradores (1989) demonstraram que a glandula pineal
respondia aos analogos de adenosina que indicavam a presenca de
receptores A2. Outro grupo de pesquisa demonstrou que pinealdcitos
estimulados com adenosina apresentam niveis aumentados de AMPc,
um efeito que também foi sugerido como dependente da ativacdo de
A2 (Nikodijevic e Klein, 1989). Posteriormente, foi demonstrado que
os efeitos decorrentes de adenosina na glandula pineal eram mediados
pelo receptor A2b (Gharib et al., 1991). No entanto, a literatura
mostrou-se controversa nesta A&rea. Trabalhos reiteraram as
demonstracdes de que adenosina aumenta os niveis de AMPc, mas que
isso ndo refletia no aumento na sintese de melatonina (Nonaka
et al.,1991; Nordio et al., 1991).

A respeito da participacdo dos receptores purinérgicos na
sintese de indolaminas, nosso grupo de pesquisa demonstrou ndo
apenas um aumento do conteddo de NAS mediado por adenosina, mas
também a capacidade da glandula pineal a responder a estimulacgdo
purinérgica via receptores P2 (Ferreira et al., 1994).

A hipdtese da coliberagdo de ATP e noradrenlina foi

funcionalmente evidenciada em nosso modelo através de um ensaio
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que permitiu acessar ambos os transmissores no metabolismo da
glandula pineal. Sob estimulacdo elétrica transmural dos terminais
nervosos que inervam a pineal, a incubacdo com o antagonista [-
adrenérgico propranolol, bloqueou completamente a producdo de NAS,
enquanto que o0s antagonistas de receptores P2, PPADS
(do inglés, sigla para “pyridoxalphosfato-6-azopheny-2’-4-
disulfonate”) e suramina, bloquearam parcialmente esta producéo,
apontando para a relevancia fisiolégica do papel da cotransmissdo
noradrenérgica-purinérgica neste sistema (Mortani-Barbosa et al.,
2000). Em trabalhos subsequentes, identificamos que o aumento dos
niveis de NAS mediado pela estimulagcdo purinérgica é dependente da
ativacdo de receptores P2Y1 (Ferreira e Markus, 2001; Petrilli, 2012).

A estimulacdo destes receptores ativa uma proteina Gqg que leva
a estimulacdo da fosfolipase C (PLC) com geracdo de trifosfato de
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3, atuando em seus
receptores no reticulo endoplasméatico, induz a liberacdo de Ca?*
desses estoques, tendo como consequéncia um aumento da
concentracdo intracelular de Ca?* (Ferreira et al., 2003). O Ca%* e o
DAG ativam a PKC, que potencia o aumento do AMPc ja induzido
pela estimulagcdo P-adrenérgica. Este efeito pode ocorrer através da
fosforilacdo da adenilil ciclase ou da proteina Gs. O Ca?* tem um

papel potenciador da sintese do AMPc intracelular também por atuar
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atraves do complexo calcio/calmodulina na ativacdo da adenilil
ciclase (Tzavara et al., 1996).

Surpreendentemente, apesar do precursor da melatonina estar
aumentado mediante a estimulacdo dos receptores P2Y 1, nosso grupo
de pesquisa observou nestes ensaios uma reducdo no conteudo de
melatonina por mecanismos que ainda precisam ser esclarecidos, uma
vez que ndo foram observadas alteracdes no perfil da atividade
enzimatica das enzimas AA-NAT e HIOMT (Petrilli, 2012).

Os eventos decorrentes da cascata de reacbGes a partir da
ativacdo de receptores P2Y; que modulam a funcdo pineal estédo

sumarizados na figura a seguir.
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Figura 5 — Durante a fase de escuro, a estimulacio PBi-adrenérgica leva ao

desprendimento da subunidade a da proteina Gs, ativando a enzima adenilil ciclase
que, por sua vez, atua convertendo AMP em AMPc. Isso leva a ativacdo de PKA que
fosforila CREB, promovendo sua dimerizacdo e ligacdo com o cofator CBP. Esse
complexo migra para o nucleo e promove a transcri¢gdo génica da enzima AA-NAT,
gue € rapidamente complexada com a chaperona 14-3-3 e fosforilada pela PKA,
catalisando 5-HT em NAS e posterior conversdo em melatonina pela enzima
HIOMT. A ativacdo de receptores P2Y: ativa a PLC, levando a formacdo de DAG e

IP3, que levam a um aumento dos niveis de Ca*? e ativacdo da PKC.
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Recentemente nosso grupo de pesquisa vem demonstrando que
as enzimas que hidrolisam nucleotideos extracelulares estdo expressas
na glandula pineal com uma variacdo temporal de sua transcricdo e de
sua atividade catalitica que se encontram aumentadas na fase de
escuro, sugerindo que diferentes receptores purinérgicos podem ser
ativados ao longo do dia na pineal (Ornelas et al., 2013).

Com as demonstracbes de que a glandula pineal responde a
estimulacdo purinérgica e que a melatonina é um importante
componente para a funcdo imunocompetente, buscamos avaliar, como
objetivo deste trabalho, a expressdo e a funcionalidade do receptor
P2X7 em nosso modelo, receptor com importante papel na montagem

de respostas inflamatdrias (Junger, 2011).

O receptor P2X7

Caracteristicas gerais

Primeiramente descrito por Buisman e colaboradores (1998), o
receptor P2X7 foi clonado a partir do cérebro de ratos e intitulado
receptor P2Z sendo posteriormente identificado como um subtipo de
receptor P2X (Di Virgilio, 1995; Surprenant et al., 1996). Em
humanos, o gene do receptor P2X7 se encontra no braco longo do
cromossomo 12 (12924.31), apresenta 53kB de comprimento e dista
23kB do gene do receptor P2X4 (Khak et al., 2001; North, 2002;

Wiley et al., 2011). Sua regido promotora apresenta sitios de ligacao
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de interesse para processos celulares como a mitogénese e apoptose,
além de um sitio de ligacdo para NF-kB (Wiley et al., 2011). Em
roedores e em humanos, sua estrutura apresenta 595 aminoacidos,
sendo o mais extenso dos receptores purinérgicos (Volonté et al.
2012).

Em decorréncia da ativacdo do receptor, € gerada uma corrente
aguda (11), que permite o influxo ndo-seletivo de cations como Ca*? e
Na®, o efluxo de K* (Browne et al., 2010; Young, 2010) e uma
possivel permuta de CI- (Egan et al., 2006; Burnstock, 2008),
respeitando as diferencas dos respectivos gradientes eletroquimicos.

Em caso de uma estimulacdo continuada ou em funcdo de um
estimulo mais potente, ocorre uma corrente tardia (12) e ainda mais
acentuada do que a primeira, momento no qual o receptor permite
novamente a passagem de ions, além de possibilitar também a permuta
de moléculas de alto peso molecular, como os corantes YO-PRO1,
brometo de etidio, ou o ion orgdnico NMDG (do inglés, sigla para N-
methyl-D-glucamine), permitindo a passagem de moléculas de até
900Da (Sperlagh et al., 2006; Burnstock, 2008).

Em ensaios de ativacdo do receptor P2X7 com bloqueadores da
atividade de canais panexina-1, foi demonstrada uma inibi¢cdo da
passagem de moléculas alto peso molecular, mas ndo de 12, suscitando
que ocorre uma subserviéncia da abertura de canais de panexina-1
pela atividade do P2X7 e que esse fendmeno é independente da

geracdo de corrente elétrica (Yan et al., 2008; Marques-da-Silva
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et al., 2011). Outros estudos apontam que 0s canais de panexina Ss&o
permeaveis aos corantes catidonicos, mas ndo aos anidonicos, sendo que
a passagem destes é atribuida a uma estrutura chamada poro Z
(Schachter et al., 2008, revisto por Pelegrin, 2011).

De acordo com o0s novos componentes desse complexo e
observando os resultados da cristalografia acerca dos sitios de ligacédo
para ATP (Kawate et al., 2009), foi proposto um novo modelo para
esse sistema.

Na auséncia de ATP, o receptor se encontra simétrico e fechado.
Quando a primeira molécula de ATP se liga ao sitio de ativacdo ha
uma mudanca conformacional, levando o receptor para um estado
assimétrico fechado. A ligacdo de uma segunda molécula de ATP leva
0 canal a um estado conformacional assimétrico aberto, permitindo a
primeira corrente ionotrépica e diminuindo a afinidade da ligacdo de
uma terceira molécula de ATP. Quando ocorre a ligacdo de uma
terceira molécula de ATP o receptor atinge um novo estado, o
simétrico aberto (Yan et al., 2010). Neste estado, ocorre o

desprendimento das miosinas ndo musculares (MNN) permitindo

o

trafego pelos canais de panexina-1 e poro Z.
Os eventos de ativagdo do P2X7R estdo sumarizados na figura a

seguir.
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Figura 6 — Eventos da ativacdo do receptor P2X7. No momento 1, as concentracdes
extra e intracelular dos compostos dispostos encontra-se em seus niveis basais, de
modo que os sitios de ligacdo para ATP estdo vazios. Estado simétrico fechado. No
momento 2, tem-se a ligagdo de uma molécula de ATP no sitio do receptor P2X7,
mas nao ha permuta idnica, muito embora jad ocorra uma mudanca conformacional
do receptor. Estado assimétrico e fechado. No momento 3, com a ligacdo de duas
moléculas de ATP, ocorre a abertura do receptor e a permuta idnica de compostos
de baixo peso molecular (11). Estado assimétrico aberto. No momento 4, com a
ligacao da terceira molécula de ATP, tem-se uma corrente idnica sustentada (12) e o
desprendimento das NMM e a abertura dos canais de panexina-1 e do poro Z,
permitindo a passagem de compostos de alto peso molecular. Estado simétrico

aberto.
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Farmacologia do receptor P2X7

Uma notdria caracteristica do receptor P2X7 em relacdo aos
demais receptores P2 é que sua ativacdo ndo ocorre em concentracdes
inferiores a 100 uM de ATP (Sperlagh et al., 2006; Khakh e North,
2012), de modo que, classicamente, a literatura distingue seus efeitos
pela utilizacdo de elevadas concentracdes de ATP da ordem de 1 mM
ou superior (Jacobson, et al., 2002; Donnelly-Roberts e Jarvis 2007,
Donnelly-Roberts et al., 2009). Tais concentracdes sdo requeridas
para que, em pH neutro ou fisioldgico, haja suficiente formacédo de
ATP* que é o ligante enddgeno deste receptor (Gordon, 1986;
Spérlagh et al., 2006; Coddou et al., 2011).

Uma das alternativas para a ativacdo do receptor P2X7 em
ensaios experimentais vem sendo a utilizacdo do analogo sintético
2’3’-(benzoil-4-benzoil)-adenosina-5’-trifosfato (BzATP), agonista
mais potente deste receptor (Donnelly-Roberts et al., 2009). Qutros
agonistas comuns para os receptores P2, diferentes de ATP ou BzZATP,
apresentam nula ou baixissima afinidade para ativar o receptor P2X7,
embora a estimulacdo prolongada com agonistas menos potentes
também seja uma dos possiveis mecanismos de ativacdo (North e
Surprenant, 2000; Sperlagh et al., 2006; Donnelly-Roberts et al.,
2009; Khakh e North, 2012).

O antagonismo do receptor P2X7 é outra questdo que merece
destaque. Esse campo até pouco tempo carecia de bloqueadores

seletivos, dificeis de obter visto que ha grande diferenca de resposta
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entre os modelos rato, camundongo e humano (Virginio, et al., 1997;
Bianchi et al., 1999; Hibell et al., 2001). Bloqueadores comuns a
outros subtipos de receptores P2, como suramina e o PPADS (do
inglés, sigla para pyridoxalphosfato-6-azopheny-2’-4’-disulfonate)
exibem pouca ou nenhuma acdo sobre o receptor P2X7 (Jacobson
et al., 2002), o que também pode ser utilizado para caracterizar seu
efeito. Antagonistas comumente utilizados que apresentam relativa
poténcia e seletividade sdo o Brilliant Blue G (BBG), 1-[N,O-bis(5-
isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl]-4phenylpiperazine (KN62), e o
ATP 2’,3’-dialdeido (oxiATP) (Volonté et.al, 2012).

O BBG é um antagonista ndo-competitivo, trinta a cinquenta
vezes mais seletivo em ratos do que em humanos ou em camundongos
(Hibell et al., 2000; Jiang et al., 2000), que oferece baixa toxicidade
e é capaz de atravessar a barreira hematoencefalica (lwamaru et al.,
2012). O KN62, outro antagonista ndo-competitivo, foi o primeiro
antagonista seletivo a ser identificado e € mais potente em humanos
do que em ratos (Gargett e Wiley, 1997). A utilizacdo de oxiATP (do
inglés, sigla para oxidizedATP), um inibidor irreversivel, demanda
uma incubacdo prévia maior (até 2h) e cautela por ser citotoxico,
interferindo com vias de sinalizacdo comuns a inflamac¢do (Murgia
et al., 1993; Sperlagh et al., 1998; Beigi et al., 2003; Di Virgilio et
al., 2003). Recentemente, antagonistas mais especificos, com
atividade competitiva, vem sendo estudados e desenvolvidos (Wiley et

al., 2011).
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Sinalizacao intracelular

Muito além da permuta i6nica, diversos sdo 0S eventos
intracelulares desencadeados pela ativacdo do receptor P2X7 como,
por exemplo, a ativacdo de PKC, uma via comum a funcdes
normalmente atribuidas a receptores metabotrépicos (Bradford e
Soltoff, 2002; Wiley et al., 2011).

Uma das principais disting6es do receptor P2X7 é a presenca de
uma porcdo C-terminal composta por uma cadeia de 239 aminoéacidos,
0 que é entre duas e dez vezes maior do que a observada nos demais
receptores P2X, (Sperlagh et al., 2006). Esta porcdo esta associada a
diversas caracteristicas biofisicas do receptor (Roger et al., 2010),
inclusive funcbes topogénicas, exercendo controle sobre o trafego
para a membrana e sua estabilizacdo (Denlinger et al., 2003; Smart et
al., 2003; Becer et al., 2008). Sitios de fosforilacdo e defosforilacdo
na porcdo C-terminal, além de correlagbes com o metabolismo de
lipidios, também sdo conhecidos e descritos (Costa-Junior, 2011).

Interessantemente, Denlinger e colaboradores (2001)
demonstraram a presencga de diversos dominios de interesse de vias
relacionadas a inflamacdo, como um sitio para LPS, entre os residuos
573 e 590. Ensaios especificos demonstraram que o LPS de fato se
liga a esse sitio, o que demanda a internalizagdo do LPS (Denliger et
al., 2001). A esse respeito, sabe-se que o TLR4 é internalizado para

deflagrar parte de sua cascata de reacdes a partir de sua ligacdo com
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LPS (Kagan et al., 2008; Tanimura et al., 2008). Além disso, em
macrofagos é possivel encontrar LPS intracelularmente disposto tanto
em organelas como no citoplasma (Mathison e Ulevitch, 1979;
Kitchens et al., 1998).

Nesse contexto, a interacdo entre o receptor P2X7 e
acometimentos inflamatdérios é alvo de diversos estudos. Hoje,
entende-se que para o desencadear apropriado da resposta
inflamatdria é necessaria a somacdo de sinais PAMPs e DAMPs, como
o ATP. A utilizacdo dessa molécula como uma forma de alerta de
perigo é excelente, dadas conjecturas de sua baixa concentracdo
extracelular, alta concentracdo citoplasmatica/vesicular e sua
ubiquidade nos diferentes modelos celulares (Khakh e North, 2006;
Ferrari et al., 2006; Di Virgilio, 2007; Junger, 2011)

Ha mais de vinte anos ja é conhecida a ativacdo de fosfolipase
D (PLD) em macr6fagos murinos por um mecanismo independente do
influxo ou da elevacdo dos niveis intracelulares de calcio (EI-
Moatassim e Dubyak, 1992). A participacdo do receptor P2X7 em
processos de defesa intracelular é conhecida, visto que ratos knockout
para o receptor apresentam forte inaptiddo em combater uma infeccéo
celular induzida pelo bacilo Calmette-Guérin (BCG), um mecanismo
dependente da fusdo de lisossomos com fagossomos e da atividade de
PLD (Fairbairn et al., 2001).

A relacdo do receptor em questdo com a montagem da resposta

inflamatdéria também pode ser observada em macréfagos RAW 264.7,
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que, quando estimulados com LPS, liberam ATP e NO. Alem disso,
essa liberacdo de NO foi inibida pelo antagonismo do receptor P2X7
(Sperlagh et al., 1998). Tais dados refletem um possivel papel dos
PAMPs, como o LPS, em promoverem a ativacdo de receptores
purinérgicos por induzirem a liberacdo de ATP autocrinamente (Wiley
et al., 2011).

A capacidade do LPS de ativar a translocacdo dos dimeros de
NF-kB pela via classica esta bem estabelecida (Beg et al., 1995; Sun
e Ley, 2008; da Silveira Cruz-Machado et al., 2010), o que é um
elemento regulador da montagem da resposta inflamatoria (Wiley
et al., 2011). A capacidade do receptor P2X7 em ativar a via do NF-
kB também ja foi demonstrada (Ferrari et al., 1997). Esse €& um
processo chave envolvido na habilidade deste receptor em promover a
maturacdo e a liberagdo de IL-1p ¢ IL-18 (Ferrari et al., 2006). Mais
recentemente foi demonstrado em células HEK 293 que o receptor
P2X7 é capaz de ativar NF-kB por uma sinalizacdo dependente de
Myd88 (do inglés, sigla para "myeloid differentiation primary
response gene 88") (Liu et al., 2011).

Estes parecem ser degraus da cascata decorrente da ativagdo do
receptor que inclui também a ativagcdo de NALP3 (do inglés, sigla
para NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3) que recruta
0 adaptador proteico chamado ASC (do inglés, sigla para apoptosis-
associated speck-like protein cotaining a C-terminal caspase

recruitment domain), deflagrando na ativagdo do inflamossoma
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(Mariathasan et al., 2004). Essa cascata leva a maturacdo de pro-
caspase 1 em caspase 1, o que € um evento dependente do efluxo de
K* e essencial para a maturacdo das interleucinas (Piccini et al.,
2008).

Existe também uma alca de regulacdo no sentido oposto. Em
macréfagos de murinos, o pré-tratamento com LPS aliado a
estimulacdo purinérgica leva a ativacdo de caspase 1 por um
mecanismo dependente do efluxo de K* e independente de Ca*?,
culminando na translocacdo de NF-kB, uma vez que a utilizacdo de
inibidores dessa via impediu a ativacdo de caspase 1 (Kahlenberg e
Dubyak, 2004; Kahlenberg et al., 2005).

Em relacdo a producdo de citocinas, a sinalizacdo decorrente do
receptor P2X7 leva a ativacdo de MAPKs por um mecanismo
dependente de Ca*?, promovendo um aumento de RNAm e sintese de
novo de TNF na microglia de ratos, sem requerer um pré-tratamento
com LPS, configurando o ATP como um estimulo absoluto para esse
fenébmeno (Hide et al., 2000). Em trabalhos posteriores, o mesmo
grupo de pesquisa demonstrou que a sintese de TNF dependente do
receptor P2X7 se constitui em um fator neuroprotetor (Suzuki et al.,
2004). Interessantemente, a literatura aponta que a sintese de TNF
induz a uma expressdao aumentada do receptor P2X7 (Zou et al.,
2012).

E interessante observar que a modulacdo purinérgica sobre a

producdo de citocinas pode variar de acordo com o modelo celular.
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Em astrocitos corticais, por exemplo, a produ¢do de TNF, induzida
pela estimulacdo por LPS, é inibida pela estimulacdo por ATP e
BzATP (Kurcher e Neary, 2005) semelhante ao observado em
macrofagos peritoniais (Hasko et al., 2000). A esse respeito, a
utilizacdo de antagonistas do receptor P2X7 inibindo a sintese de
citocinas é observada em modelos in vitro (Clark et al., 2010) e in
vivo (Gourine et al., 2005).

Apesar de seus efeitos bem estabelecidos com relacdo a morte
celular, a estimulacdo do receptor P2X7 antagonicamente tem também
participacdo relevante em multiplos processos favoraveis a
viabilidade celular, como no crescimento de células HEK tumorais
(Adinolfi et al., 2012), diferenciacdo em células embrionarias
(Glaser et al., 2012) e na proliferacdo e ativacao celular em microglia
(Monif et al., 2009; Monif et al., 2010) e células T (Yip et al., 2009).

Interessantemente, a capacidade de mondécitos e de macrdéfagos
de fagocitar particulas ndo opsonizadas é mediada pelo receptor P2X7
em associacdo com as NMM, como as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, vivas ou mortas, por um mecanismo
independente da formacdo de poro ou do trafico idnico (Gu et al.,
2010). A participacdo no processo de fagocitose é também observada
mesmo quando o receptor encontra-se em sua forma inativa, sem ser
estimulado por ATP ao se observar que o receptor P2X7 se comporta

como um sequestrador de espécies reativas, caracteristica dual deste
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receptor uma vez que sua ativacdo leva a liberacdo de ROS, por
exemplo, em microglia (Gu et al., 2011; Bartlett et al., 2013).

A expressdao do receptor P2X7 é virtualmente ubiqua, com
grande incidéncia em neurdnios e células de defesa em geral e
importante papel no SNC através da modulacdo em microglia
(Bianco et al., 2006; Junger, 2011; Volonté et al., 2012; Wiley et al.,
2011).

Por fim, o levantamento teorico aqui realizado intentou
demonstrar a relevancia do receptor P2X7 e da melatonina como
auténticos mediadores da montagem da resposta inflamatdria em
diferentes contextos e, como objetivo deste trabalho, buscamos,
portanto, caracterizar a expressdo e a funcdo do receptor P2X7 sobre

a sintese de indolaminas e de TNF na glandula pineal.
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Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi caracterizar o receptor P2X7

na glandula pineal de rato através da analise de duas respostas

funcionais:

a sintese de indolaminas e a producdo de TNF pela

glandula pineal. Para tanto, avaliamos:

v

v

A presenca de transcritos P2rx7 na glandula pineal;

A expressdo proteica do receptor P2X7 em pinealécitos

isolados;

A producdo de melatonina e seu precursor N-
acetilserotonina em glandulas pineais em cultura
estimuladas com isoprenalina na auséncia e na presenca de

concentracdes crescentes dos agonistas ATP e BZATP;

A producdo de melatonina em glandulas pineais em cultura
pré-tratadas com os antagonistas suramina e KN62 e entédo
estimuladas com isoprenalina na auséncia e na presenca de
ATP;

O efeito da estimulacdo purinérgica sobre a metabolizacéao

de melatonina em glandulas pineais em cultura;

Os mecanismos intracelulares envolvidos na estimulacéo

purinérgica em glandulas pineais em cultura;

O efeito da adenosina sobre a sintese de melatonina;
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v A producdo de TNF em glandulas pineais em cultura
estimuladas com concentracdes crescentes de ATP e
BzATP;

v A producdo de TNF em glandulas pineais em cultura
estimuladas com LPS e entdo com concentragdes
crescentes de ATP e BzZATP;

v A producdo de TNF em glandulas pineais em cultura pré-
tratadas com os antagonistas BBG e KN62 e entédo

estimuladas com LPS.
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Material e métodos

Animais

Foram utilizadas ratos (Rattus novergicus) machos e fémeas pré-
puberes, de linhagem Wistar, pesando entre 180 e 210g, provenientes
do biotério do Instituto de Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo.
Os animais foram alojados em gaiolas de polipropileno, mantidas em
sala com temperatura e umidade controladas, recebendo agua e racao
ad libitum. O ciclo claro-escuro empregado foi o de 12/12 h (luzes
acesas as 06h e apagadas as 18h), sendo o horario de acender das
luzes, considerado como Zeitgeber Time zero (ZT 0). Na fase de
claro, lampadas fluorescentes proviam cerca de 200lux as gaiolas. Em
todos os experimentos os animais foram sacrificados por decapitacédo
e as glandulas pineais foram imediatamente colocadas em cultura ou
armazenadas a -80°C. Os procedimentos foram realizados segundo as
normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal.



38

Drogas e reagentes

Beker (Brasil): dgua estéril para injecéo.

Bio-Rad (Richmond, CA, EUA): acrilamida; SYBR Green.
Calbiochem (Darmstadt, Alemanha): NP40 (Nonidet-P40)

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

Hoeschst (Brasil): acido ascarbico.

Invitrogen Life Technology (Carlsbad, USA): anticorpo
secundario anti-coelho conjugado ao fluordoforo FITC;
ditiotreitol (DTT); DNase; dNTP Mix; fluoreto de

fenilmetilsulfonil (PMSF); RNase; T4 polinucleotideo quinase,

TRIzol.

Merck (Brasil): acetato de sodio; acido citrico; &cido cloridrico;
acido perclérico; acool etilico; cloroformio, EDTA (do inglés,
sigla para ethylenediaminetetracetic acid dissodium salt);
metanol; metabissulfito de sédio;

Perkin Elmer (Boston, MA, EUA): Easy TidesR Adenosine 5'-
triphosphate.

Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA): poli (dIdC)
double strand; glicerol; bisacrilamida
(N,N'-methylenebisacrylamide); N-acetilserotonina (NAS);
melatonina; HEPES; meio de cultura BGJb; isoprenalina,;

adenosine 5'- triphosphate (ATP); Pirrolidina ditiocarbamato
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(PDTC); 2’3’-(benzoyl-4-benzoyl)-adenosina-5’-trifosfato
(BzATP); brilliant blue G (BBG); 1-[N,O-bis(5-
isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl]-4phenylpiperazine

(KN62) .

Preparo de solucgdes

Solugbes estoque de NAS (1mM) e melatonina (1mM) foram
preparadas em 0,1 M de &cido cloridrico acrescido de 0,02% de
metabissulfito de so6dio e 0,02% EDTA dissédico. Os estoques
permaneceram congelados a -20°C até o uso por um periodo inferior a
30 dias. No momento do uso os padrbes foram diluidos em &cido
perclorico 0,1 M acrescido de 0,02% de metabissulfito de so6dio e
0,02% de EDTA dissddico.

As solucgbes de isoprenalina (0,1uM) foram preparadas em &cido
cloridrico 0,01M. As dilui¢cGes foram realizadas em solucdo aquosa de
acido ascdbico (50mg/L).

O LPS foi preparado na concentracdo de 1 mg/mL em solugdo
aquosa. Os estoques permaneceram congelados a -20 °C até o uso e por
periodo inferior a 60 dias. No momento do uso o LPS foi diluido em
meio de cultura BGJb (veiculo).

As demais drogas utilizadas e listadas acima foram, quando
necessario, diluidas em agua deionizada purificada por sistema Milli-

Q (Millipore ®).
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Cultura de glandula pineal

As culturas de glandulas pineais foram realizadas segundo
protocolo proposto por Parfitt e colacoradores (1976) e modificado
por Ferreira e colaboradores (1994). As pineais extraidas dos animais
foram dispostas em placas de cultura de 24 pocos, sendo uma glandula
por pogo em 200 pl de meio de cultura BGJb, pH7,4, acrescido de
glutamina (2 mM), penicilina (100U/mL) e estreptomicina (100
pHg/mL) e foram mantidas a temperatura de 37°C em atmosfera com
95% de saturacdo de Oz e 5% de CO, por 48 horas. O meio foi trocado
apds 24 horas e no momento anterior ao tratamento. Decorridas 48
horas, as glandulas foram submetidas & estimulag¢do e incubadas de

acordo com os protocolos experimentais.

Cultura primaria de pinealocitos

A cultura de pinealdcitos foi realizada conforme método proposto
por Ferreira e colaboradores (2003). Apds a obtengdo, as pineais
foram cortadas em pequenas partes e seguiu-se dissocia¢do enzimadtica
com tripsina (0,25%, 37°C, 15 min), seguida por dispersdao mecanica
realizada na presenca de 0,3% de inibidor de tripsina em solucéo
contendo (mmol/L): NaCl 120, KCI 5, NaHCO3 25, KH2PO4 1,2,
glicose 12 e 0,1% w/v albumina bovina. Apés centrifugacdo (1000 g,
15 min) as células foram ressuspensas em meio de cultura DMEM

acrescido de soro fetal bovino (10%, inativado por calor), penicilina
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(100 U/mL) e estreptomicina (100 ug/mL). A viabilidade celular e o
numero total de células foram estimados pela exclusdo por azul de
Trypan. A taxa de sobrevivéncia celular em cada procedimento foi
95% ou maior. Laminas de 8 poc¢os (Lab-Tek chamber slide, Nalge
Nunc International, Nova York, EUA) foram tratadas com poli-L-
lisina por 1 h em temperatura ambiente. Apos lavagem dos po¢os com
PBS as células foram plaqueadas (0,5 x 10°/poco) ¢ mantidas em

estufa (37 °C, 5% CO2) por 18 horas.

Protocolo experimental

A estimulacdo das culturas de glandulas pineais e de pinealdcitos
dispersos foi realizada com a pipetagem de 10 pL de cada farmaco de
interesse, de acordo com o ensaio em questdo, de modo que o volume
final por poc¢co correspondesse 200 pL, garantindo as concentracdes
experimentais estipuladas.

Em relacdo ao contetdo indolaminas, a incubacdo de isoprenalina
ocorreu separadamente ou concomitantemente com 0S agonistas
purinérgicos, de modo a ficarem incubados por 5h. Acerca da
avaliacdo do conteddo de TNF, a incubagdo de LPS ocorreu
separadamente ou concomitantemente com 0s agonistas purinérgicos,
de modo a ficarem incubados por 3h.

Para o0s ensaios em que foram wutilizados antagonistas, a

incubacdo destes foi realizada uma hora antes das estimulacgdes
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supracitadas, tanto para as avaliacdes de indolaminas quanto para as

avaliacbGes de TNF.

Determinacdo do conteuddo de indolaminas por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O conteudo de NAS e melatonina presentes no meio de cultura foi
determinado por HPLC (Waters System, Milford, MA, EUA). O
sistema cromatografico foi composto por uma bomba Waters® 1525p
operada isocraticamente em temperatura ambiente, uma coluna de fase
reversa Resolve C18 (particula esférica de Spum; 3,9x150mm) (Waters
System, Milford, MA, EUA) e um detector eletroquimico Waters®
2465 operado em modo DC (corrente continua), controlado pelo
programa computacional Empower (Waters System, Milford, MA,
EUA). A fase movel para NAS (acetato de so6dio 0,1 M, acido citrico
0,1 M, EDTA 0,15 mM e metanol 10% pH 3,7) e a fase movel para
melatonina (acetato de sdédio 0,1 M, acido citrico 0,1 M, EDTA 0,15
mM e metanol 25%, pH 3,7) fluiu com fluxo de 0,95 mL/min e 0,50
mL/min, respectivamente. O potencial do detector foi ajustado para
+0,90 V versus eletrodo de referéncia Ag/AgCl. Para a realizacdo da
analise, 20 pL do meio de cultura ou de padrdes para cada analito

foram injetados diretamente no sistema cromatografico.
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Extracdo de RNA

O RNA total de cada glandula pineal foi extraido utilizando-se
900uL de TRIzol, seguido de 200uL de cloroférmio. Apds agitar
manualmente vigorosamente por 15 segundos, os tubos foram
mantidos por cerca de 3 minutos a temperatura ambiente e
centrifugados (12000 x g; 15 min.; 4°C), separando-se a fase aquosa
que contem o RNA. O RNA foi precipitado com 400pL de isopropanol
por 10 minutos em temperatura ambiente, seguido de centrifugacao
(12000g; 10 min; 4 °C). O sobrenadante foi removido, o pellet lavado
duas vezes com 500pL de etanol 75%, centrifugado (7500g; Smin; 4
°C) e 0 excesso de etanol evaporado a temperatura ambiente por cerca
de 10 minutos. Apds esse periodo, o material foi ressuspenso em 12uL
de &gua estéril para injecdo (RNAse free). A determinacdo da
quantidade de RNA foi feita por espectrofotometria, utilizando o

espectrofotometro ND-1000 (Nanodrop®).

Sintese da fita de DNA complementar (cDNA) por

transcriptase reversa

A sintese de cDNA, a partir de RNA total (0,5 pg) foi realizada
utilizando a mistura de 12 pL RNA, 1 pL random primer (50 ng -
Invitrogen Life) e 1 pL dNTP mix (10mM, Invitrogen Life). Esta foi

incubada inicialmente a 65°C por 5 minutos. Imediatamente apo6s a
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incubacao, foi transferido para cuba com gelo, adicionando-se 4 puL
de tampdo PCR 5x (Invitrogen Life), 1puL DTT (0,1M
Invitrogen Life) e 1 pL Superscript 111 RT (200U/puL- Invitrogen
Life), finalizando um volume de 20uL. A mistura foi homogeneizada
e, apos breve centrifugacdo, incubada por 5 minutos a 25°C, 50°C por
55 minutos, sendo a reacdo inativada a 70°C por 15 minutos. Um
controle negativo contendo todos os componentes da reacdo exceto a
enzima SuperScript Il foi realizado para excluir a possibilidade de
contaminacdo de DNA nas amostras de RNA. O cDNA produzido foi

estocado a 20°C até ser utilizado nos ensaios de RT-PCR.

Desenho dos primers

Foram desenhados uma sequéncia senso e anti-senso de
oligonucleotideo iniciadores (primers) para os genes do P2X7 (5'- -3")
e para gliceraldeido 3-fosfato dehidrogenase (Gapdh) (5'- -3'),
utilizado como controle interno. As sequéncias dos genes foram
desenhadas de maneira que o produto amplificado possuisse em torno
de 100 pares de bases (100 bp). Cada sequéncia do par de
oligonucleotideo teve aproximadamente 20 bp, com porcentagem entre
50-55 % de bases guanina e citosina (G e C). Também buscou-se obter
temperaturas de desnaturacdo e associacdo que fossem proximas entre

as duas sequéncias, senso e anti-senso.
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A fim de garantir a especificidade de amplificacdo de Unica
regido do DNA, os fragmentos dos oligonucleotideos foram analisados

no banco de dados de gene (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

Os oligonucleotideos foram desenhados com auxiilio dos Softwares
BioEdit Sequence Aligment Editor e Annhyb 4.946 e sintetizados pela

Prodimol Biotecnologia, Belo Horizonte, Brasil.

RT-PCR

Para a realizacdo da reacdo de RT-PCR, preparou-se uma
solugdo composta por 17 pl de dgua MiliQ, 5 ul de Buffer 10x, 1 ul de
primer senso (10 uM), 1 ul de primer anti-senso (10uM), 25 ul Top
Taqg Master Mix Kit (Qiagen Quality). As reacdes foram realizadas em
termociclador (Mastercycler Gradient- Eppendorf) em ciclos de: 5
minutos a 94°C (1x); 1 min a 94 °C, 30 seg a 60 °C, 15 seg a 72 °C
(40x) e 5 min a 72 °C (1x). Os produtos de DNA resultantes (10ul)
foram aplicados em gel de agarose (2%) contendo brometo de etidio
(10 pg/pl). O padrdo de peso molecular de escala de 100 pares de
base de DNA (Quick-Load® 100 bp DNA Ladder- Uniscience, Séo
Paulo, Brasil) foi utilizado como referéncia. Apo0s a eletroforese a
90V por 25 a 30 minutos, os resultados foram visualizados em

transiluminador UV e fotografados digitalmente.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Ensaio de imunocitoquimica por microscopia confocal

Apdés protocolo de cultura primaria de pinealocitos, as células
foram lavadas com PBS, fixadas em paraformaldeido 4% gelado por
10 min e permeabilizadas com saponina 0,5% em PBS em temperatura
ambiente. Foi realizado bloqueio com albumina bovina (fragcédo V) 1%
e glicina (0,3 M) por 60 minutos, com o objetivo de minimizar a
ligacdo do anticorpo a sitios ndo especificos. Para avaliar a presenca
constitutiva do receptor P2X7, foram utilizadas culturas de células
sem tratamento que foram incubadas com anticorpo policlonal
produzido em coelho anti-P2X7 (1:200) por 18 horas a 4 °C. Para a
avaliacdo de p-AA-NAT, os pineal6citos foram tratados com
isoprenalina (0,1 uM, 5 h) na auséncia ou na presenca de ATP (1 mM)
com anticorpo policlonal produzido em coelho anti-p-AA-NAT
(1:500) por 18 horas a 4°C.

Seguiu-se com a incubacdo do anticorpo secundario anti-
camundongo conjugado ao fluor6foro FITC (1:200) por 1h em
temperatura ambiente. O nucleo celular foi marcado com 4%, 6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI, 300uM, 5 minutos) a temperatura
ambiente. Os anticorpos primarios e secundarios foram diluidos em
tampdo de bloqueio descrito acima. Os controles negativos foram
realizados com a omissdao do anticorpo primario. A marcacao imuno-
positiva foi observada usando microscépio confocal (Zeiss, Baden-

Wurttemberg, Alemanha) com a objetiva de imersdo em dleo (40X),



47

sendo utilizado o laser de argdnio para a excitacdo do fluordforo
FITC com comprimento de onda de 488nm e filtro de emissdao em 505.
O laser enterprise foi utilizado para excitacdo do marcador DAPI no
comprimento de onda de 364nm e a emissdo verificada com filtro de
435-485nm. Foram obtidas 4 imagens de cada pog¢o selecionadas
aleatoriamente e a quantificacdo da fluorescéncia relativa foi

realizada através do software Image J.

Dosagem de TNF

O contetdo de TNF presente no meio de cultura de glandulas
pineais incubadas com LPS (0,1ug/mL) na auséncia ou na presenca de
ATP (0,001 — 3mM), BzATP (0,001 - 300uM), BBG (0,001 - 10pM)
ou KN62 (50 - 100uM), de acordo com os protocolos experimentais,
foi quantificado por ELISA (do inglés, sigla para enzyme- linked
immunosorbent assay; rat TNF-alpha ELISA ready-set-go kit, cat. 88-

7340, eBioscience, San Diego, CA, EUA).

Determinacdo do conteddo de melatonina por ELISA

O conteudo de melatonina em dispersdo celular foi quantificado
por ELISA (Melatonin ELISA, IBL, Hamburgo, Alemanha) conforme

especificagbes do fabricante.
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Analise dos resultados

Os dados estdo apresentados como média £ erro padrdo da média
(e.p.m.) ou em porcentagem do controle, sendo a andlise estatistica
entre dois grupos realizada por teste t student e a avaliagcdo entre dois
ou mais grupos realizada pela anélise de variancia (ANOVA) com post
test de Tukey, por meio do software GraphPad Prism® versdao 5.00

(GraphPad Software®©).
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Resultados

Expressdo do RNAmM e da proteina do receptor P2X7

Para determinarmos a expressdo do gene que codifica o receptor
P2X7 na glandula pineal de ratos, o RNAm foi isolado de pineais de
animais de sacrificados na fase de claro e analisado por RT-PCR. O
produto amplificado apresentou-se sob a forma de banda uUnica, com
tamanho dos fragmentos correspondentes ao produto esperado
conforme o desenho dos oligonucleotideos. O gene Gapdh foi
utilizado como controle interno (figura 7). Nenhum fragmento foi
detectado no controle negativo (auséncia de cDNA). O controle
negativo da transcricdo reversa, reacdo realizada sem a transcriptase
reversa, demonstrou a auséncia de contaminagcdo por DNA gendmico

(dados ndo mostrados).

P2X7
103 bp

TGTGCGTACAGGAGCTATGC ¥’
GGAACTCCTTCCGGATCTTIC ¥

GAPDH
84 bp

S'TTICTTGTGCAGTIGCCAGCC ¥
5'GTAACCAGGCGTICCGATACG 3

= o -]
e AL L TN Lo LT R A, .
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Figura 7 — Produto de amplificacdo da reacdo de RT-PCR dos transcritos
P2rx7 e Gapdh na glandula pineal de ratos. O RNAm foi isolado de glandulas
pineais de animais sacrificados durante a fase de claro. O controle negativo foi
realizado na auséncia de cDNA e o controle positivo realizado com DNA
gendmico de rato. O transcrito Gapdh foi utilizado como controle interno. MW:

Marcador de peso molecular.

A sintese da proteina do receptor foi analisada em pinealdcitos
dispersos por meio de marcacdo imunofluorescente com anticorpo
contra o receptor P2X7. Sua expressdo proteica foi constitutivamente
encontrada em praticamente todas as células observadas (figura 8). O

controle negativo foi realizado na auséncia do anticorpo primario.

Figura 8 - Imagens representativas de imunocitoquimica obtidas por
microscopia confocal da expressdo proteica constitutiva do receptor P2X7
em pinealdcitos dispersos. (A) Controle negativo. (B) Marcacdo positiva para o

receptor P2X7 em verde. Nicleos marcados com DAPI. Barra de escala: 20pum.
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Efeito da estimulacdo purinérgica sobre a sintese de

melatonina induzida por isoprenalina

Estudo com agonistas

Para avaliar a funcionalidade do receptor P2X7, glandulas
pineais em cultura foram estimuladas com o agonista B-adrenéergico
isoprenalina (1SO, 0,1uM, 5h) na auséncia ou na presenca do agonista
purinérgico ATP (0,01 - 3mM). A estimulacdo com ATP levou a um
aumento dependente de concentracdo na producdo de NAS e a uma
diminuicdo dependente de concentracdo no conteudo de melatonina

nos meios de incubacdo (figura 9).
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Figura 9 - Curva concentracao-efeito ao ATP (0,01 - 3mM, 5h) sobre a
sintese de indolaminas induzida por isoprenalina (1SO, 0,1puM, 5h) em
cultura de glandulas pineais. O ensaio foi realizado com a incubacdo de 1SO
na auséncia ou na presenga de ATP. Os dados representam a média = e.p.m. de
6 a 9 glandulas por ponto e estdo expressos em porcentagem do conteldo de

indolaminas induzido por 1ISO (NAS: 23,99+1,62ng/200pL e

melatonina:62,93+5,12ng/200pL).
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A estimulacdo com o agonista BzZATP (30 - 300uM) na sintese
de indolaminas induzida por 1SO (0,1uM, 5h) na presenca do agonista
purinérgico também levou a diminui¢cdo no conteddo de melatonina,

ndo alterando o conteddo de NAS nos meios de incubacdo (figura 10).
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Figura 10 — Curva concentracédo-efeito ao BzATP (30 — 300pM, 5h) sobre a
sintese de indolaminas induzida por ISO (0,1pM, 5h) em cultura de
glandulas pineais. O ensaio foi realizado com a incuba¢do de ISO na auséncia
ou na presenga de BzATP. Os dados representam a média = e.p.m. de 3 a 6
glandulas por ponto e estdo expressos em porcentagem do conteddo de
indolaminas induzido por 1SO (NAS: 26,57+3,85ng/200puL e melatonina:

66,78+3,32ng/200pL).

Estudo com antagonistas

O efeito da suramina (100 puM, 1h antes), classico antagonista

de receptores P2 que exibe pouca afinidade pelo receptor P2X7, foi
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testado sobre a sintese de melatonina em glandulas pineais induzida
por 1ISO (0,1 uM, 5h) na auséncia ou na presenca de ATP (1 mM).

O tratamento com suramina ndo alterou o conteddo de
melatonina induzido por ISO e também ndo reverteu a inibicédo

mediada pela estimulacdo purinérgica (figura 11).

Melatonina
(ngf200pL)

suramina 100uM - - + +
ATPIMM + i +

Figura 11 - Efeito do antagonista suramina (100uM, 1h antes) sobre a
sintese de indolaminas induzida por I1SO (0,1uM, 5h) na auséncia ou
presenca de ATP (ImM, 5h) em cultura de glédndulas pineais. O ensaio foi
realizado com a incubacdo de 1SO na auséncia ou na presenca de suramina e/ou
ATP. Os dados representam a média + e.p.m. de 3 a 6 com *<0,05 versus 1SO e

#<0,05 versus ISO + suramina.

O efeito do KN62 (50 e 100 pM, 1 h antes), antagonista seletivo

do receptor P2X7, também foi testado sobre a sintese de indolaminas
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em cultura de gléandulas pineais induzida por ISO (0,1 uM, 5h) na
presenca de ATP (1 mM).

Como observado anteriormente, a estimulacdo purinérgica com
ATP reduziu o conteudo de melatonina induzido por 1SO. A utilizacédo
de KN62 100uM reverteu parcialmente a inibicdo do contetdo de

melatonina mediado pela estimulacdo purinérgica (figura 12).
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Figura 12 - Efeito do antagonista KN62 (50 — 100uM, 1h antes) sobre a
sintese de indolaminas induzida por I1SO (0,1puM, 5h) na presenca de ATP
(ImM, 5h) em cultura de glandulas pineais. O ensaio foi realizado com a
incubacdo de ISO na auséncia ou na presenga de KN62 e/ou ATP. Os dados
representam a média £ e.p.m. de 3 a 4 glandulas por grupo com *p<0,05 versus

ISO e #<0,05 versus ISO + ATP 1mM.

Estimulacdo purinérgica e a metabolizacdo de

melatonina em glandulas pineais em cultura
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Uma vez que a estimulacdo purinérgica com ATP leva a um
aumento do precursor NAS e a uma diminuicdo de melatonina,
investigamos a hipdtese do envolvimento de uma ativacdo de enzimas
gue metabolizam a melatonina. Para tanto, glandulas pineais em
cultura foram estimuladas com melatonina (1 uM, 5h), concentracao
semelhante a induzida pela estimulagcdo com ISO (1 uM, 5h), na
auséncia ou na presenca dos agonistas ATP (1 mM) ou BzATP
(200 uM) e os conteddos de NAS e melatonina analisados nos meios
de incubacéo.

Os resultados obtidos nao demonstraram diferencas
significativas no conteudo de melatonina entre os tratamentos
realizados (figura 13). N&o houve niveis detectaveis do precursor

NAS.

100
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Figura 13 - Efeito da estimulacdo purinérgica sobre a metabolizagdo de
melatonina. Pineais em cultura foram incubadas com melatonina (1uM, 5h) na
auséncia ou na presenca de ATP (1mM) ou BzATP (200uM). Os dados

representam a médiate.p.m. de 5 a 6 glandulas por grupo.

Mecanismos intracelulares envolvidos nos efeitos da

estimulacdo purinérgica em glandulas pineais em cultura

Para investigar possiveis mecanismos envolvidos nos efeitos
observados pela ativacdo do receptor P2X7 sobre a sintese de
melatonina induzida por ISO, analisamos a participagdo da enzima
PLC, a fosforilacdo da enzima AA-NAT e o fator de transcricdo NF-
kB.

A participagcdo da PLC foi avaliada em glandulas pineais
estimuladas com ISO (0,1 uM, 5h) na presenca do bloqueador de PLC
(U73122, 1 puM, 1h antes) e na auséncia ou na presenca de ATP
(1 mM). A pré-incubagdo com U73122 ndo alterou os conteludos de
NAS e melatonina induzidos por ISO. Sobre o conteddo de NAS
reverteu a potenciacdo observada na presenca de ATP mas nao
reverteu a inibicdo de melatonina mediada pela estimulacéo

purinérgica (figura 14).
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Figura 14 — Efeito de U73122 (1uM, 1h antes) sobre a sintese de indolaminas
induzida por 1SO (0,1uM, 5h) na auséncia ou na presenca de ATP (1mM, 5h)
em cultura de gladndulas pineais. O ensaio foi realizado com a incubacdo de
ISO na auséncia ou na presenca de U73122 e/ou ATP. Os dados representam a
médiate.p.m. de 4 a 6 glandulas por grupo com *p<0,05 versus ISO e #p<0,05

versus ISO + U73122.

Para avaliar os efeitos da ativacdo do receptor P2X7 sobre a
fosforilacdo da enzima AA-NAT (p-AA-NAT), pinealdcitos dispersos
foram estimulados com o agonista 1SO (0,1 uM, 5 h) na auséncia ou
na presenca de ATP (1 mM, 5 h) e entdo submetidos a
imunocitoquimica com marcacao fluorescente com o anticorpo contra
a enzima p-AA-NAT.

Os ensaios demonstraram a expressdo de p-AA-NAT no
citoplasma e, interessantemente, no nucleo dos pinealécitos (figura
15). Todavia, ndo foram observadas diferencas significativas na

intensidade de marcacdo entre os tratamentos (dados ndo mostrados).
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Figura 15 - Imagens representativas de imunocitoquimica obtidas por
microscopia confocal da expressdo da enzima p-AA-NAT em pinealocitos
dispersos. (A) Tratamento com ISO (0,1uM, 5h) e (B) tratamento com ISO e
ATP (1mM, 5h). Marcacéo positiva para p-AA-NAT em verde. NlGcleos marcados

com DAPI. Barra de escala: 20um.

O efeito da ativacdo do receptor P2X7 sobre o fator de
transcricdo NF-xB foi avaliado em cultura de glédndulas pineais
estimuladas com I1SO (0,1 uM, 5 h), na auséncia ou na presenca da
pré-incubacdo com o bloqueador da translocacdo nuclear do NF-«xB
(PDTC 12,5 pM, 48 h antes) e na auséncia ou na presenca de ATP
(1 mM, 5 h).

Na presenca de PDTC, os conteiddos de NAS e melatonina
induzidos por 1SO foram aumentados. Por sua vez, a estimulagdo com
ATP, isoladamente ou com PDTC, aumentou o conteddo de NAS e

reduziu o conteudo de melatonina (figura 16).
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Figura 16 - Efeito do PDTC (12,5uM, 48h antes) sobre a sintese de
indolaminas induzida por 1SO (0,1pM, 5h) na auséncia ou na presenca de
ATP (1mM, 5h) em cultura de glandulas pineais. O ensaio foi realizado com a
incubacdo de PDTC e ISO na auséncia ou na presenca de ATP. Os dados
representam a médiate.p.m. de 4 a 6 glédndulas por grupo com *p<0,05 versus

1ISO, #p<0,05 versus ISO + PDTC 12,5uM.

Efeito da adenosina sobre a sintese de melatonina

Considerando a existéncia de hidrélise de ATP pela cascata de
ectonucleotidases identificadas nesta glandula (Nikodijevic e Klein,
1989; Ornelas et al., 2013), realizamos o estudo da estimulacdo
purinérgica com adenosina (0,1 - 1 mM) sobre a producdo de
melatonina induzida por ISO (0,1 uM, 5 h) em cultura de glandulas
pineais.

A estimulacdo com adenosina levou a um aumento dependente de

concentracdo na sintese de melatonina induzida por ISO (Figura 17).
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Figura 17 - Curva concentracdo-efeito a adenosina (0,01 - 1mM, 5h) na

sintese de melatonina induzida por ISO (0,1uM, 5h) em cultura de glandulas
pineais. O ensaio foi realizado com a incubacdo de ISO na auséncia ou na

presenca de adenosina. Os dados representam a média = e.p.m. de 3 a 4

glandulas por ponto, expressos em porcentagem do conteddo de melatonina

induzida por 1SO (55,17+£4,09ng/200puL).

Efeito da estimulacdo purinérgica sobre a sintese de

TNF induzida por LPS

Em diversos modelos de estudo o receptor P2X7 apresenta-se
envolvido em acometimentos de injuria (Wiley et al., 2011), nos quais
sua ativacdo pode desencadear a sintese de citocinas (Ferrari et al.,
2006; Hide et al., 2000). Em nosso modelo, no entanto, o decurso
temporal (1 - 5h) da incubacdo de glandulas pineais na presenca de
ATP (0,1 - 3mM) ou BzATP (10 - 300uM) nédo apresentou niveis

detectaveis de TNF em nenhuma das concentracdes testadas.
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A partir das demonstracdes do nosso grupo de pesquisa acerca
do eixo imune-pineal (Markus et al., 2007) que demonstra, dentre
outras caracteristicas, a capacidade da glandula de sintetizar TNF via
ativacdo de TLR4 (Cruz-Machado et al., 2010), buscamos avaliar a
participacdo do receptor P2X7 na fisiopatologia da glandula pineal
induzida por LPS, visto que ambos sdo protagonistas na montagem da

resposta inflamatdria.

Sintese de TNF: estudo com agonistas

Glandulas pineais em cultura foram estimuladas com LPS
(0,1pg/mL, 3h) na auséncia ou na presenca de ATP (0,01 - 3mM). A
estimulacdo purinérgica levou a wuma reducdo dependente de

concentracdo do conteddo de TNF induzido por LPS (figura 18).
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Figura 18 — Curva concentracdo-efeito ao ATP (0,01 — 3mM) ou ao BzATP
(10 — 300uM) sobre a sintese de TNF induzida por LPS (0,1pg/mL, 3h) em
cultura de glandulas pineais. Os dados representam a média £ e.p.m. de 4 a 7
glandulas por ponto e estdo expressos em porcentagem do conteGdo de TNF
induzidos por LPS: (53,62+4,25pg/200puL) para o ensaio com ATP e

(38,63+2,82pg/200uL) para o ensaio com BzATP.

Sintese de TNF: estudo com antagonistas

Glandulas pineais em cultura foram pré-incubadas com o
antagonista do receptor P2X7 BBG (0,001 - 10uM, 1h antes) e
estimuladas com LPS (0,1pug/mL, 3h). A estimulagcdo com BBG levou
a uma reducdo dependente de concentracdo no contetdo de TNF

induzido por LPS (figura 19).
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Figura 19 — Curva concentracédo-efeito ao BBG (0,001 - 10uM, 1h antes)
sobre a sintese de TNF induzida por LPS (0,1pug/mL, 3h) em cultura de
glandulas pineais. Os dados estdo representados como média £ e.p.m. de 3 a 5
glandulas por ponto e expressos em porcentagem de TNF induzido por LPS

(56,21+4.34pg/200puL).

O efeito de outro antagonista do receptor P2X7, KN62 (50 e
100uM, 1h antes) também foi testado sobre a sintese de TNF induzida
por LPS (0,1pg/mL, 3h) em cultura de glandulas pineais. O conteltdo
de TNF induzido por LPS ndo foi alterado com a pré-incubacdo de
KN62 na menor concentracdo mas foi reduzido na presenca da

concentragcdo 100uM (figura 20).



64

60-

o
T

TNF (pg/mL)
2

0 T

KN62 50puM - + -
KN62 100uM - - +

Figura 20 - Efeito do antagonista KN62 (50 e 100uM, 1h antes) sobre a
sintese de TNF induzida por LPS (0,1ug/mL, 3h) em cultura de glandulas

pineais. Os dados representam média + e.p.m. de 3 a 4 glandulas por grupo com

*p<0,05 versus LPS.
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Discussao

Purinas sdo moléculas altamente preservadas nos trés dominios
da vida. Embora suas primeiras funcBes descritas tenham sido
relacionadas ao metabolismo energetico em funcdo do ATP, seu papel
como mensageiro intracelular e, mais recentemente, como mediador
de respostas extracelulares vem sendo demonstrado.

Importantes participac6es da sinalizacdo purinérgica em
processos como neurotransmissao e neuromodulacdo (Sperlagh et al.,
2006; Khakh e North, 2012) ou em processos inflamatdérios sistémicos
(Junger, 2012; Eltzschig et al., 2013) e no SNC (Clark et al., 2010)
estdo descritos e sdo de interesse para multiplas areas do
conhecimento.

Dentre os receptores purinérgicos, o subtipo P2X7 vem sendo
estudado com grande interesse em células do sistema imunoldgico e
em células do sistema nervoso dada a modulacdo que este receptor
exerce na atividade destas células e a sua participacdo em
acometimentos de injuria, nociocep¢cdo e neuroinflamacdo. Com as
demonstracdes de que a estimulacdo purinérgica modula a sintese de
indolaminas pela glandula pineal (Ferreira et al., 1994; Petrilli, 2012)
e que estes hormoénios estdo envolvidos na montagem da resposta

inflamatéria, como postulado pelo eixo imune-pineal (Markus et al.,
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2013), buscamos caracterizar a expressdo do receptor P2X7 na

glandula pineal.

Expressdo do RNAmM e da proteina do receptor P2X7

O primeiro passo dessa investigacdo foi avaliar se o receptor em
questdo estaria expresso na glandula pineal. A avaliacdo qualitativa
do produto de amplificagdo do RNAmM do P2X7 sugere a presencga
constitutiva na glandula pineal de ratos. Em alguns tipos celulares do
SNC, embora ocorra a transcricdo, a proteina do receptor nédo foi
identificada (Sperlagh et al., 2006). No sistema imune a expressdo
proteica do receptor P2X7 foi identificada em todos os tipos celulares
testados (Junger, 2011). Em nosso modelo, a expressdo proteica do
receptor pode ser observada em pineal6citos, neurénios modificados e
células funcionais na sintese de melatonina (Arendt, 1995, Ekstrom e
Missl, 2003).

A partir da demonstracdo de que o0 receptor esté
constitutivamente expresso em nosso modelo, buscamos avaliar a
funcdo do P2X7 sobre a sintese de indolaminas e de TNF pela

glandula pineal.
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Sintese de indolaminas induzidas por 1SO

Desde as primeiras descri¢cdes do receptor P2X7 (Buisman et al.
1988), foi observado que este receptor somente era ativado mediante
altas concentracdes de ATP (Khakh e North, 2012), o que possibilita a
formacédo de seu agonista endégeno, o ATP4, e é uma ferramenta para
distinguir a acdo do receptor P2X7 dos demais receptores P2 (Gordon,
1986; Markwardt et al., 1997, Sperlagh, 2006; Coddou et al., 2011;
Khak e North 2012).

Para analisar os efeitos de sua ativacdo sobre a sintese de
indolaminas induzida por 1SO na glédndula pineal, realizamos um
ensaio com diferentes concentracbes de ATP. Como pode ser
observado, o conteudo de NAS foi aumentado enquanto o conteddo de
melatonina foi diminuido de maneira dependente da concentracdo
purinérgica

O efeito de purinas como o ATP e ADP sobre o conteddo de
NAS ja havia sido observado (Ferreira et al., 1994) e caracterizado
como mediado pela ativacdo de receptores P2Y . (Ferreira et al., 2001;
Petrilli, 2012). Este efeito sobre o contetdo de NAS é mediado pela
ativacdo da PLC (Ferreira et al., 2001) e consequente aumento da
concentracdo do Ca*? intracelular (Ferreira et al., 2003). Estas vias
convergem para um aumento da atividade de PKC, que pode
amplificar a sinalizagdo de AMPc e PKA atuando, portanto, tanto na

fosforilacdo de CREB quanto na fosforilagcdo do complexo AA-NAT /



68

14-3-3 (Baler, 1997; Ganguly et al., 2001; Simmonneaux e Ribelayga,
2003; Klein, 2007).

Apesar de ser um receptor ionotropico, a ativacdo do P2X7 pode
levar a um aumento da atividade de PKC (Bradford e Soltoff, 2002)
contribuindo no efeito observado do aumento de NAS decorrente da
ativacao do receptor P2Y, especialmente nas conentracdes mais altas
do ensaio, em que poderia ocorrer o influxo de Ca*? extracelular pela
abertura do canal P2X7 (Browne et al., 2010; Young, 2010).

A reducdo no contetdo de melatonina mediada pela estimulacao
purinérgica com ADP foi pela primeira vez observada por nosso grupo
no trabalho de Petrilli (2012). Para comprovar o envolvimento do
receptor P2X7 nessa resposta, utilizamos o seu agonista mais potente
- 0o BzATP (Donnelly-Roberts et al., 2009). A estimulacdo de
glandulas pineais com ISO e BzATP demonstrou uma tendéncia de
aumento do conteudo de NAS.

Classicamente, BZATP ndo ativa receptores P2Y 1 e, desse modo,
reiteramos os dados do nosso grupo de pesquisa que demonstraram
gue o aumento de NAS mediado pela estimulagdo purinérgica €
decorrente da ativacdo dos receptores P2Y: (Ferreira et al., 2001;
Petrilli, 2012). A tendéncia de aumento do conteddo de NAS sugere
uma contribuicdo da ativacdo do receptor P2X7 neste efeito.

Acerca do conteddo de melatonina, a estimulacdo purinérgica
com BzATP demonstrou uma reduc¢do desta indolamina nos meios de

incubacdo, resultado semelhante ao observado & estimulagdo com
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ATP, (observado neste estudo) e com ADP (Petrilli, 2012). Embora
ADP seja um agonista de baixa afinidade pelo receptor P2X7, a
incubacdo de altas concentracBes desse agonista por longos periodos
pode levar a ativacdo do P2X7 (North e Surprenant, 2000; Sperlagh
et al., 2006; Donnelly-Roberts et al., 2009; Khakh e North, 2012).
Além disso, a responsividade do nosso modelo ao BzATP também ¢
um indicativo que sugere a participacdo do receptor P2X7 nesse
contexto.

Reforcando nossa hipdtese, a incubacdo de glandulas pineais
com suramina, um classico antagonista ndo-seletivo para receptores
P2, ndo reverteu a reducdo no conteddo de melatonina mediado pela
estimulacdo purinérgica. A concentracdo escolhida de suramina néo
atua nos receptores P2X4 e P2X7, mas inibe a ativacdo dos demais
receptores P2 (Khakh e North, 2012), inclusive de P2Y, revertendo o
aumento de NAS mediado por ATP (Ferreira et al., 1994; Mortani-
Barbosa, 2000).

Considerando os receptores nos quais o BZATP é um importante
agonista, notadamente P2X1, P2X2, P2X3 e P2X7 (Bianchi et al.,
1999) e o antagonismo exercido pela suramina, que compreende todos
0s receptores P2, exceto P2X4 e P2X7 (Khakh e North, 2012), temos
fortes indicios que sugerem um papel importante do receptor P2X7 na
reducdo do conteddo de melatonina.

Com a utilizacdo do KN62, um antagonista alostérico seletivo

para o receptor P2X7, pudemos observar uma reversdao parcial dos
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niveis de melatonina, que ndo sdo iguais ao conteddo de melatonina
induzido por ISO, mas que ja é maior do que o conteudo observado na
presenca de ATP, reiterando a participacdo do receptor P2X7 nesse
sistema e suscitando que poderiam ter sido utilizadas maiores
concentracdes do antagonista, visto que seus efeitos sdo menores em
ratos do que em humanos (Gargett e Wiley, 1997) ou novas classes de

antagonistas mais especificos e competitivos (Wiley et al., 2011).

Metabolizacdo de melatonina

O primeiro passo para investigar a reducdo observada no
conteudo de melatonina mediada pela estimulacdo purinérgica foi
avaliar se ocorria a ativacdo de enzimas de metabolizacdo da
melatonina, como a CYP1Al, CYP2C9 ou CYP2C19, que podem
catalisar a conversdo de melatonina em NAS (Facciold et al., 2001;
Ma et al., 2005; Pandi-Perumal et al., 2006). Estas enzimas estéo
expressas em células do SNC (Meyer, et. al, 2007) e na barreira
hemato-encefalica (Decléves et al., 2011) podendo estar presentes na
glandula pineal e levar a formacdo de 6-OH-melatonina (Facciola
et al., 2001; Haderland 2010).

Desta forma, gléandulas pineais em cultura foram incubadas com
melatonina, em concentracdo semelhante & observada em nossos
ensaios apo0s o estimulo beta-adrenérgico, na presenca ou na auséncia

de agonistas purinérgicos. Através da quantificacdo do conteudo de
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NAS e melatonina nos meios de incubacdo, ndo foram detectados
niveis de NAS e o conteddo de melatonina ndo foi alterado na
presenca de estimulacdo purinérgica, indicando que ndo houve
conversdo enziméatica de melatonina em NAS.

Com este ensaio, também descartamos a hipdtese de que a
estimulacdo purinérgica ativa, nesse contexto, outras enzimas capazes
de metabolizar melatonina em derivados do AFMK, como as
peroxidases (Tan et al., 2007; Hardeland, 2010) ou a IDO (Marteau
et al., 2005).

Uma outra hipotese sobre a conversdo de melatonina em seus
metabolitos seria decorrente da interacdo direta dessa molécula com
radicais livres e/ou hidroxilas, que poderiam ser formados a partir do
ATP. Embora o ensaio ndo tenha demonstrado altera¢cdes no conteltdo
de melatonina, o que indica que essa interacdo ndo ocorre ou ndo €
relevante, as ectoenzimas que hidrolisam ATP, porém, apresentam
expressdo e atividade aumentada durante a fase de escuro (Ornelas
et al., 2013).

Dados demonstram que ectonucleotidases plasmaticas
apresentam uma atividade maior durante a fase de escuro em
decorréncia de wum mecanismo dependente de estimulagdo J-
adrenérgica (Detanico et al., 2010). Deste modo, gracas a estimulacao
com isoprenalina, aumentando a atividade dessas enzimas na glandula

pineal, poderia haver um aumento da quantidade de hidroxilas ou
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mesmo de espécies reativas que poderiam interagir com a molécula de
melatonina (Tan et al., 2003; Tan et al., 2007; Hardeland, 2010).

Um contra ponto em relacdo a essa hipOtese poderia ser
levantado pelo aumento de NAS em funcdo da estimulacdo com
isoprenalina e ATP, todavia, a literatura aponta que a hidroxilacdo de

moléculas de NAS ndo ocorre ou é irrisdéria (Ma et al., 2008).

Mecanismos intracelulares

Buscando avaliar os mecanismos envolvidos na modulacdao
purinérgica da pineal sobre o conteddo de NAS e melatonina,
investigamos a participacdo da PLC, via de transducdo envolvida na
mediacdo dos efeitos da ativacdo do receptor P2Y: na pineal
demonstrado anteriormente (Ferreira e Markus, 2001). Os dados
obtidos neste estudo reiteraram, através do bloqueio funcional desta
via pelo inibidor U73122, a participacdo da via da PLC na modulacéo
da sintese de NAS. A inibicdo da PLC, contudo, ndo reverteu 0s
efeitos observados pela estimulacdo purinérgica sobre o conteudo de
melatonina.

O envolvimento da PLC na mediacdo do efeito da estimulacao
purinérgica neste estudo poderia ser decorrente de uma modulacéo
sobre a enzima AA-NAT, enzima chave na via biosintética da
melatonina produzindo o precursor NAS (Klein, 2007). N&o avaliamos

a atividade desta enzima neste trabalho mas, dados de nosso
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laboratorio demonstram que a ativacdo de receptores P2Y1 na pineal
por ADP néo alterou a atividade desta enzima (Petrilli, 2012).

A formacdo de um complexo fosforilado com a proteina
chaperona 14-3-3 constitui-se em importante evento intracelular para
a estabilidade e funcionalidade da enzima AA-NAT (Klein, 2007).
Nesse contexto, buscamos avaliar se a ativacdo de receptores P2X7 na
pineal alterariam os niveis de fosforilacdo da enzima AA-NAT.

Através de analise imunocitoquimica ndo evidenciamos
alteracbes nos niveis de fosforilacdo da AA-NAT em pinealdcitos
estimulados com ISO ou ISO e ATP, sugerindo mais uma vez que esta
via ndo estd envolvida nos efeitos da estimulacdo purinérgica aqui
observados.

Dados da literatura demonstram o envolvimento da via do fator
de transcricdo NF-kB na ativacdo do receptor P2X7 em varios
sistemas (Ferrari et al., 1997; Liu et al., 2011). Na glandula pineal o
NF-kB encontra-se constitutivamente expresso e apresenta papel
inversamente correlacionado a sintese de NAS e de melatonina
(Ferreira et al., 2005; Cecon et al., 2010). Nossos resultados
demonstram que o bloqueio da translocacdo nuclear de NF-kB
aumenta os niveis de NAS e de melatonina induzidos por estimulacéo
Bi-adrenérgica, mas ndo reverte os efeitos do ATP sobre a
potenciacdo de NAS ou a inibicdo do conteddo de melatonina,
sugerindo que esta via de sinalizacdo ndo é a responsavel pelo efeito

inibitério do conteddo de melatonina aqui observado.
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Os dados apresentados sugerem que existem mecanismos
diferenciais entre a regulacdo de NAS e de melatonina que, embora
ndo tenham sido esclarecidas as vias envolvidas na reducdo de
melatonina, tais resultados sdo possivelmente decorrentes da ativacgao
de diferentes receptores P2 expressos nos pinealécitos. Além disso,
nossos dados também apontam para um efeito diferencial entre a
ativacdo de receptores P1 e P2 uma vez que a estimulacdo com
adenosina aumentou o0s niveis de melatonina induzidos pela
estimulacdo Pi-adrenérgica. Vale ressaltar que os efeitos e a
sinalizacdo intracelular da adenosina na pineal sdo controversos,
existindo na literatura dados semelhantes aos observados por nosso
grupo de pesquisa (Gharib et al., 1987, 1989; Sarda et al., 1989;
Nikodijevic e Klein, 1989).

Respostas diferenciais entre NAS e melatonina ja foram
observadas mediante estimulos estressores (Seggie et al., 1985) além
da demonstracdo de niveis elevados da enzima AA-NAT terem sido
encontrados concomitantemente com baixos niveis de melatonina apds
a realizacdo de exercicios extenuantes (Yaga et. al, 2007).

Logo, como o ATP é um importante DAMP sistémico (Junger,
2011), sua liberacdo em altas concentracdes na glandula pineal pode
ser um sinal de estresse, que leva a uma modulacdo dual entre NAS e
melatonina de modo que os mecanismos envolvidos e a importancia
fisiologica desses fendOmenos permanecem inconclusivos, muito

embora tenham sido descartados classicos mecanismos bem
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estabelecidos da regulacdo da funcédo pineal. Estes dados abrem novos
guestionamentos para investigacdes futuras sobre os papéis da

modulacdo purinérgica sobre o conteddo de NAS e melatonina.

Sintese de TNF induzida por LPS

Com as demonstragcbes do nosso grupo de pesquisa que a
glandula pineal é capaz de sintetizar TNF a partir da estimula¢do com
LPS (Cruz-Machado et al., 2010) e que a estimulacdo por ATP,
ativando receptores P2X7, é um estimulo absoluto para sintese de
TNF em alguns modelos de estudo de microglia (Hide et al., 2000),
buscamos avaliar se a ativacdo do P2X7 levaria a sintese de TNF na
glandula pineal de ratos. Em nossos ensaios, em um decurso temporal
compreendido entre uma a cinco horas, a incubacdo de ATP ou de
BzATP em diferentes concentragfes ndo apresentou niveis detectaveis
de TNF. A partir desta demonstracdo de que o ATP ndo é um estimulo
absoluto para a sintese de TNF, buscamos investigar quais seriam 0s
efeitos da estimulacdo purinérgica sobre a sintese dessa citocina em
glandulas pineais desafiadas com LPS. A demonstracdo de que ATP e
BzATP reduzem o contetdo de TNF nos meios de incubacdo de modo
dependente de concentracdo sugerem que este efeito seja mediado
pelo receptor P2X7 uma vez que as concentragdes utilizadas de ATP e
de BzATP sdo caracteristicas da farmacologia deste receptor

(Sperlagh, 2006; Coddou et al., 2011; Khak e North 2012). Além
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disso, ha também a sugestdo de que estes receptores estejam
expressos na microglia da glandula pineal, células responsaveis pela
sintese de TNF na pineal (Cruz-Machado et al., 2012).

Resultados semelhantes sdo observados em astrdécitos (Kucher e
Neary, 2005) e em macrdofagos peritonais (Haskd et al., 2000) onde a
incubacdo com ATP reduz os niveis de TNF induzidos por LPS.

Para avaliar se os efeitos observados sdo mediados pelo receptor
P2X7, glandulas pineais pré-tratadas com BBG, antagonista néo-
seletivo de receptores P2, mas potente inibidor da ativacdo do
receptor P2X7, ou com o antagonista seletivo KN62, foram desafiadas
com LPS. Através deste protocolo os niveis de TNF foram inibidos de
maneira dependente da concentracdo. Estes resultados demonstram
gue no contexto da sintese de TNF, BBG e KN62 ndo agem como
antagonistas classicos, mas sim como agonistas inversos, levando a
uma resposta semelhante aquela observada pela estimulacédo
purinérgica e corroborando demonstra¢des in vitro (Clark et al., 2010)
e in vivo (Gourine et al., 2005) de que ocorre uma inibicdo na sintese
de TNF mediada por antagonistas do P2X7.

O envolvimento deste receptor nas respostas mediadas pelo
desafio com LPS ganha especial importédncia com as demonstracdes de
que na porgdo C-terminal do receptor P2X7 ha um sitio de ligacgéo
funcional para o LPS (Denlinger et al., 2001).

Outro ensaio que demonstrou a importancia da interacdo dos

receptores TLR4-P2X7 merece destaque, como a observacdo de que
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macrofagos da linhagem RAW264.7 desafiados com LPS permutam
ATP intracelular para o meio extracelular por um mecanismo
dependente de P2X7 que é fundamental para a liberacdo de NO
(Sperlagh et al., 1998). Além disso, € importante ressaltar que ambos
0s receptores podem ativar a translocacdao nuclear de NF-kB por um
mecanismo dependente do recrutamento de Myd88 (Cruz-Machado
et al., 2010; Liu et al., 2011), suscitando que a comunicacao entre
esses receptores e as vias de transducdo correlatas entre eles séo
importantes para o entendimento e para estudos futuros sobre quadros
de injuria.

Portanto, em resumo, os dados aqui apresentados demonstram a
presenca do receptor P2X7 na glandula pineal de ratos. Nossos dados
reiteram o relevante papel da estimulacdo purinérgica para a funcéo
neuroendocrina da glandula pineal e sua capacidade de responder a
PAMPs, como o LPS, em funcdo da ativacdo do receptor P2X7, além

da responsividade a DAMPs, como as purinas.
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Conclusoes

PinealoOcitos expressam o receptor P2X7

A ativacdo do receptor P2X7 com ATP ou BzATP inibe o
contetdo de melatonina induzido por isoprenalina de modo
concentracdo dependente

O antagonismo do receptor P2X7 reverteu a inibicdo de
melatonina mediada por ATP

Os mecanismos responsaveis pela inibicdo de melatonina néo
envolvem a via da PLC, a fosforilacdo de AA-NAT e/ou a
translocacdo de NF-xB

A ativacdo de receptores P1 aumentam o conteddo de melatonina
induzido por isoprenalina

A estimulacdo com ATP ou BzATP inibe o conteddo de TNF
induzido por LPS de modo concentragdo dependente

O pré-tratamento com antagonistas do receptor P2X7 inibem o

conteudo de TNF de modo dependente de concentracao
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RESUMO

A sinalizacdo purinérgica tem sido demonstrada como um um importante
modulador dediversos processos fisiolégicos e fisiopatolégicos. Dentre
0s receptores purinérgicos, o receptor P2X7 distingui-se por requerir
altas concentracdes de ATP em sua ativacdo. As demonstragdes prévias
de que a glandula pineal responde a diferentes estimulos purinérgicose a
altas concentracdes de ATP sugere um papel para os receptores P2X7
nesta glandula, embora sua expressdo e funcdo ndo estivesse
estabelecida. O objetivo deste trabalho, portanto, foi caracterizar
funcionalmente o receptor P2X7 na glandula pineal de ratos. Os
resultados obtidos demonstram, pela primeira vez, a expressao génica e
proteica do receptor P2X7 na glandula pineal. Os efeitos da ativacdo
destes receptores levam a uma inibicdo nos niveis de melatonina
induzida por isoprenalina por um mecanismo independente da via do
fator de transcricdo NF-kB e da fosfolipase C. Além disso, a
estimulacdo destes receptores inibiu a sintese de TNF induzida por LPS,
resultado este semelhante ao observado na presenca do pré-tratamento
com antagonistas do receptor P2X7. Estes dados confirmam a presenca
de receptores P2X7 na glandula pineal e reiteram o relevante papel da
estimulacdo purinérgica a sobre a sintese de melatonina e sobre a

capacidade da pineal em responder a PAMPs, como o LPS.
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ABSTRACT

Purinergic signalling has been demonstrated as an important
modulator of several physiological and pathophysiological processes.
Among the purinergic receptors, the activation of P2X7 receptor
requires high concentrations of ATP. The previous demonstration that
the pineal gland is responsive to different purinergic stimuli and to
high concentrations of ATP suggests a role for P2X7, although its
expression and function remain unclear. The aim of this study was to
functionally characterize the P2X7 receptor in the rat pineal gland.
The data showed that P2X7 receptor mRNA and protein are expressed
in the rat pineal gland. The P2X7 receptor activation leads to an
inhibition of melatonin content induced by isoprenaline through an
independent NF-kB and PLC pathways. Furthermore, the P2X7
receptor activation inhibits the LPS-induced TNF synthesis, a similar
result observed in the presence of the pre-treatment with P2X7
receptor antagonists. These data demonstrate the presence of P2X7
receptors in the rat pineal gland, and confirm the relevant role of the
purinergic stimulation to the pineal melatonin synthesis and

responsiveness to PAMPs such as LPS.
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