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INTRODUCAO

A melatonina é o hormonio produzido pela glandula pineal de maneira
ritmica, em sincronia com a informacdo luminosa ambiental. A func¢do cronobidtica
da melatonina, atuando no ajuste de processos fisioldgicos ritmicos ao ciclo
claro/escuro ambiental é certamente sua funcdo mais conhecida. No entanto, as
propriedades desta molécula vao muito além de seus efeitos cronobiéticos,
apresentando uma grande variedade de acdes, muitas das quais sdo de grande
potencial terapéutico. A glandula pineal, o hormo6nio melatonina e os receptores
especificos que medeiam as acdes da melatonina compdem o chamado sistema
melatonérgico. Diversos estudos tém demonstrado que este sistema encontra-se
alterado em diversas patologias, especialmente no caso da doenca neurodegenerativa
conhecida como a doenga de Alzheimer (AD, do inglés Alzheimer’s disease), em que é
relatada uma reducdo dréstica na producdo de melatonina pela glandula pineal
desde os primeiros estdgios da doenga e alteragdo na expressdo dos receptores de
melatonina em algumas &reas encefdlicas. Ampliar o entendimento dos mecanismos
de acdo que mediam a disfun¢do do sistema melatonérgico permitira ndo s6 uma
melhor compreensao da fisiopatologia de AD, como também uma caracterizacdo de
possiveis marcadores biolégicos dos estagios iniciais da doenca. Além disso, o
conhecimento das alteracdes do sistema melatonérgico nesta patologia é
fundamental para o desenvolvimento de protocolos terapéuticos com o uso
coadjuvante de melatonina ou seus andlogos no tratamento de pacientes com doenca

de Alzheimer.
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INTRODUCAO

1. Anatomia e fisiologia do sistema melatonérgico

1.1 A glindula pineal

A glandula pineal foi primeiramente descrita por Galeno, no século II, com
base nas descri¢des prévias feitas pelo anatomista grego Herophilus (325-280 a.C.). O
nome “pineal” advém da descricdo de seu formato de pinha, pinea em latim. Por ser
uma estrutura Unica no cérebro, contrapondo-se as demais estruturas que sdo
bilaterais, e pela sua posi¢cdo central no cérebro de humanos, foi postulado que a
pineal exercesse um papel também central, controlando o fluxo dos pensamentos
entre os hemisférios cerebrais (revisto por Axelrod, 1974). Séculos depois, j4 em 1662,
o fil6sofo francés René Descartes (1596-1650) também atribuiu a pineal uma fungao
metafisica, segundo a qual este 6rgdo impar seria a sede da alma, o local onde o
espirito animal se integraria ao corpo fisico, controlando seus movimentos e
percepgdes. Seu relato dizia ainda que a glandula pineal recebia as informacdes
provenientes dos nossos olhos sobre o mundo real, gerando e transmitindo ao resto
do corpo a resposta adequada que deveria ser executada (revisto por Arendt, 1995).
Nota-se que a descrigdo feita por Descartes pelo método dedutivo estava bem
adequada ao que sabemos atualmente sobre a fungao da pineal, na medida em que a
considerou um importante elo de ligacao entre o mundo exterior e o meio interno.

Por muito tempo acreditou-se que a pineal de humanos era somente um
6rgao vestigial, correspondente ao 6rgao parietal (ou “terceiro olho”) que tem fungdo
de fotorrecepgao nos vertebrados inferiores (Dandy, 1915; Oksche, 1965). A primeira
funcdo da pineal foi descrita em 1917, com a observacao de que extratos de pineais
de bovinos alterava a coloracdo da pele de anfibios. Na década de 50, o

dermatologista Aaron B. Lerner isolou o composto ativo presente nestes extratos e o
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INTRODUCAO

denominou de melatonina (Lerner et al, 1958, 1960). Estudos subsequentes
caracterizaram rapidamente a via de sintese e metabolizacdo desse novo hormonio,
os locais onde ocorre sua produgdo e até mesmo o carater ritmico com que a pineal o
produz (Lerner et al., 1960; Axelrod & Weissbach, 1961; Quay, 1963, 1964; Klein &
Weller, 1970).

A glandula pineal é um o6rgao neuroendodcrino, diferenciado durante o
desenvolvimento embriondrio a partir de uma evaginacdo do teto do terceiro
ventriculo. A pineal corresponde também a um dos 6rgdos circunventriculares, o que
implica que estd localizada fora da barreira hematoencefélica. Anatomicamente, a
pineal é descrita como parte do epitalamo e, portanto, do diencéfalo. Na maioria dos
mamiferos a glandula pineal situa-se dorsalmente a regido caudal do diencéfalo,
entre as comissuras habenular e posterior, ocupando uma posigdo bem centralizada
no encéfalo, conforme observa-se na figura 1. Nos roedores, a glandula apresenta
uma forma mais alongada e localizagdo mais superficial devido a uma migracao do
6rgdo na direcdo dorso-caudal, mas sua porgdo profunda mantém-se na regido
circunventricular (Moller & Baeres, 2002). Estruturalmente, a glandula pineal é
composta por diversos tipos celulares, sendo que aproximadamente 80% das células
sdo neuroendodcrinas, denominadas de pinealécitos. Essas células tém a mesma
origem ectodérmica que células neuronais e sdo responsaveis pela producdo de
melatonina (Arendt, 1995; Ekstrom & Meissl, 2003). Também fazem parte da pineal
as células gliais, mais especificamente astroglia e microglia (Pedersen et al., 1993; Sato

et al., 1996).

15



INTRODUCAO

CORPO PINEAL

CORPO PINEAL

CORPO CALOSO

CEREBELO

CEREBELO CORPO CALOSO

GLANDULA
PITUITARIA

PONTE

MEDULA
OBLONGA

Figura 1 - Posigao central da glandula pineal no cérebro humano. A esquerda, corte sagital
com visualizagdo lateral do encéfalo; a direita, corte horizontal e visualizacdo pela face

superior (adaptado de Wurtman & Axelrod, 1965).

A glandula pineal é um dos componentes do sistema de temporizagao interno
dos verterbrados, seu hormoénio - a melatonina - é uma importante eferéncia do
relégio biolégico central. Esse sistema garante organizagdo temporal nas fungdes
fisiolégicas, permitindo ao organismo antecipacdo e adaptacdo aos fenomenos
ciclicos ambientais, como o dia e noite e as estagdes do ano (Menaker et al., 1997). A
producdo de melatonina pela glandula pineal obedece um ritmo circadiano,
apresentando concentragdes plasmaéticas baixas na fase de claro ambiental e altas na
fase de escuro. O pico de melatonina noturno é, portanto, o sinal endécrino que
traduz a presenca e a duragdo do escuro ambiental, permitindo que o organismo
distinga entre dia e noite e entre as estagdes do ano.

Anatomicamente, a regulacdo da atividade da glandula pineal depende de
conexdes multissindpticas que transmitem a informacao fética ambiental até a pineal.
Através do trato retino-hipotaldmico a informagdo luminosa captada pela retina é
transmitida aos nucleos supraquiasmaticos hipotaldmicos (NSQs), que
correspondem ao relégio biolégico central de mamiferos (Inouye & Kawamura,

1979). Destes, partem fibras conectando-os aos nucleos paraventriculares

hipotalamicos (PVN) que, por sua vez, projetam-se ao ganglio cervical superior,
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INTRODUCAO

passando pela coluna intermédio lateral da medula. Essa informagado chega entdo a
glandula pineal através das fibras simpaticas que a inervam, provenientes do ganglio
cervical superior (Teclemariam-Mesbah et al., 1999). Durante a fase de claro
ambiental, a sinalizacdo GABAérgica (acido gama-aminobutirico) entre os neurdnios
dos NSQs e do PVN inibe a propagacao da via neste ponto, enquanto que na fase de
escuro este bloqueio deixa de ocorrer e as fibras simpaticas que inervam a glandula
liberam os neurotransmissores noradrenalina e ATP (adenosina trifosfato) (Klein et
al., 1983; Mortani-Barbosa et al.,, 2000). A sinalizacdo desencadeada pela
noradrenalina nos pinealdcitos induz a sintese de melatonina e é reponsavel pelo
carater ritmico da atividade endécrina da pineal.

A ativacdo de receptores fi-adrenérgicos pela noradrenalina, que sao
receptores de membrana acoplados a proteina G estimulatéria (Gs), induz aumento
nos niveis intracelulares de AMPc (monofosfato ciclico de adenosina), ativando a
proteina kinase A (PKA) e o fator de transcricdo CREB (do inglés, cAMP response
element binding protein). Nos pinealdcitos de roedores, este fator regula positivamente
a transcricdo génica da enzima arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT),
essencial na via biossintética da melatonina (Baler et al., 1997). Ja em primatas, o gene
de AA-NAT é constantemente transcrito e a proteina é rapidamente degradada.
Neste caso, a cascata de sinalizacdo f-adrenérgica leva a fosforilacdo da enzima AA-
NAT por PKA, possibilitando sua ligacdo a proteina chaperona 14-3-3, formando um
complexo funcionalmente ativo e protegido contra acdo proteassomal durante o
escuro ambiental (Schomerus et al., 2000). Além da inducao da atividade da AA-NAT
ocorrer somente no escuro, a luz exerce efeito inibitério sobre esta enzima, visto que
exposicdo a luz durante a fase de escuro induz rapidamente sua degradacdo na
glandula pineal (Klein et al., 1997). O carater ritmico da producdo de melatonina é,

portanto, resultante da regulacdo transcricional (no caso de roedores) ou poés-
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INTRODUCAO

traducional (no caso de primatas) da enzima AA-NAT. A noradrenalina pode ainda
ativar receptores do tipo ai-adrenérgicos que, embora ndo sejam capazes de induzir
a sintese de melatonina por si s6, potenciam o efeito induzido pela ativacao f-
adrenérgica, via sinalizacdo pela proteina Gq e aumento de célcio intracelular (Klein
et al., 1983; Ho et al., 1988). A ativagdo de receptores purinérgicos do tipo P2Y; pelo
co-transmissor ATP também pontencia a atividade neuroenddcrina da pineal
induzida por noradrenalina via aumento de célcio intracelular (Ferreira et al., 1994,
2003).

A melatonina é uma indolamina derivada do aminoacido triptofano. Sua

sintese inicia-se com a captura do triptofano da corrente sanguinea, que é

Q/

hidroxilado a 5-hidroxitriptofano (5-HTP), cuja descarboxilagdo da origem
serotonina (5-hidroxitriptamina), neurotransmissor relevante em varias sinapses
centrais e no trato gastrointestinal (revisto por Dominguez-Lopez et al., 2012;
Gershon, 2013). Na presenca da enzima-chave AA-NAT a serotonina é convertida em
N-acetilserotonina (NAS), precursora da melatonina que também é liberada na
corrente sanguinea. Por fim, sob acdo da enzima acetilserotonina metiltransferase
(ASMT), também conhecida como hidroxindol-O-metiltransferase (HIOMT), a NAS é
metilada e forma a melatonina (Simonneaux & Ribelayga, 2003). A figura 2 detalha a
cascata enzimatica que compde a via de biossintese de melatonina, apresentando a
estrutura bioquimica de cada molécula, enquanto que a figura 3 ilustra o carater
ritmico dessa produgao, seja em animais de habito diurno, como os humanos, ou de

habito noturno, como a maioria dos roedores.
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Figura 2 - Via de biossintese da melatonina. Cascata enzimatica da metabolizacdo do

aminodcido triptofano até a formagdo de melatonina.

tAA-NAT
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N&o ha produgdo de melatonina
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Figura 3 - Ilustracdo do padrao ritmico de sintese de melatonina pela glindula pineal. Na
fase de escuro ambiental, a cascata de sinalizagdo induzida pela noradrenalina liberada pelos
terminais simpaticos que inervam a glandula ativa a enzima AA-NAT, levando a formagao
de NAS e melatonina. O pico de melatonina plasmatica ocorre, portanto, em sincronia com a
fase de escuro ambiental, independentemente do habito de vida do animal: diurno, como os

humanos, ou noturno, como a maioria dos roedores (adaptado de Markus et al., 2003).
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1.2 Efeitos da melatonina

Conforme mencionado anteriormente, a melatonina foi primeiramente
descrita em 1958, nos estudos sobre a alteracdo na coloracdo da pele de anfibios
(Lerner et al., 1958). O primeiro efeito cronobiético da melatonina foi evidenciado
ainda nessa época, com observacdes de que a exposigdo de roedores a diferentes
fotoperiodos (relagdo entre o comprimento da fase de claro e da fase de escuro)
induzia altera¢des no tamanho e fun¢do das gonadas, e que a extirpacdo da glandula
pineal e/ou administracdo de melatonina mimetizavam essas alteracdes (Wurtman &
Axelrod, 1965). A atividade reprodutiva desses animais apresenta variacdo sazonal
bem definida e foi entdo detectado que a melatonina é o horménio capaz de
transduzir humoralmente a informacdo fética ambiental e sincronizar a fungdo
reprodutiva as estacdes do ano (Reiter, 1980). Como diferentes espécies apresentam
diferentes épocas de reproducdo, o efeito da melatonina sobre a reprodugao é
espécie-especifico, podendo ser tanto anti- quanto pré-gonadotroéfico. Estabelecia-se,
portanto, um dos principais papéis da melatonina: o de sincronizar ritmos
endégenos as variacdes ambientais didrias ou anuais, contribuindo para o sistema de
temporizagdo interno.

A melatonina é uma molécula conservada filogeneticamente, sendo
encontrada desde organismos unicelulares até vertebrados superiores (revisto por
Pandi-Perumal et al., 2006). Acredita-se que sua funcdo mais antiga,
evolucionariamente, seja como molécula fotoprotetora, atuando como antioxidante e
protegendo os organismos unicelulares, e também tecidos especializados de plantas,
contra danos oxidativos causados pela exposicao a luz (Tan et al., 2013). A variagdo
ritmica no conteido de melatonina e sua funcdo cronobidtica também foram

verificados em alguns organismos primitivos, embora os dados a esse respeito sejam
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escassos (Hardeland & Poeggeler, 2003). Nos vertebrados ndo-mamiferos a glandula
pineal é fotossensivel, sendo a producdo de melatonina regulada diretamente pela
informacao fética ambiental. A glandula pineal de aves, por exemplo, é um dos
componentes do relégio biolégico central desses animais, juntamente com a retina e
0s NSQs, sendo a melatonina importante regulador de fungdes ritmicas didrias, como
o ritmo de atividade/repouso, de fungdes retinianas, de orientacdo espacial e de
vocalizagdo, assim como fungdes ritmicas sazonais, como a reproducdo e migragao
(revisto por Cassone, 2014).

Em mamiferos, os efeitos cronobiéticos da melatonina incluem a regulacao de
diversos ritmos fisiolégicos, como por exemplo: ritmo comportamental de
atividade/repouso, pressdo arterial, fotorrecepcdo retiniana, proliferacao celular na
medula 6ssea e no sistema linfoide, e a produgao de citocinas por células do sistema
imunolégico (Haus et al., 1983; revisto por Pandi-Perumal et al., 2006). Em humanos,
a producdo dessincronizada de melatonina esta relacionada a disttrbios como
insonia e mal-estar causados por trabalho noturno ou pelo efeito “jet-lag”, referente a
adaptacdo a um novo fuso horério em viagens trans-meridionais.

A melatonina apresenta também diversos outros efeitos que ndo estao
necessariamente relacionados a sincronizagdo de ritmos circadianos ou sazonais e
que ndo dependendem da produgdo hormonal ritmica da pineal. Tais efeitos sao,
portanto, classificados como efeitos nao-cronobidticos e podem ser decorrentes de
producdo de melatonina extra-pineal. A producdo de melatonina por outros 6rgaos
que ndo a pineal ocorre geralmente de forma ndo-ritmica e dependente de estimulos
especificos. Producdo extra-pineal de melatonina ja foi detectada em células
epidérmicas (Slominski et al., 2005), células imunocompetentes como NK (natural
killers), timdcitos, linfécitos, macréfagos e endoteliais (revisto por Kvetnoy, 1999;

Conti et al., 2000), no trato gastrointestinal e na retina (Iuvone ef al., 2005; Konturek et
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al., 2007). A produgéo local de melatonina pode atingir concentracdes na faixa de uM
a mM, contrastando com a concentracdo plasmética de melatonina produzida pela
pineal, que ocorre na faixa de pM a nM. De modo geral, as acdes antioxidante,
oncostatica e imunomodulatéria sdao exemplos de efeitos nado-cronobidticos da
melatonina.

Como antioxidante, a melatonina possui capacidade tanto de sequestrar
diretamente radicais livres quanto de aumentar a expressao e atividade de enzimas
antioxidantes, auxiliando também na regeneracdo dessas enzimas pelos processos
redox. Curiosamente, os metabolitos gerados pela oxidacdo da melatonina, o AFMK
(N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina) e o AMK (N1-acetil-5-metoxiquinu-
ramina), sao também moléculas com propriedades antioxidantes ainda mais potentes
que da propria melatonina (Hardeland et al., 2003, 2006; Silva et al., 2006). Portanto, a
melatonina é considerada um potente modulador do estado redox celular.

As agdes oncostaticas da melatonina devem-se principalmente as suas
propriedades anti-proliferativa e anti-angiogénica (Lissoni et al., 2001; Blask et al.,
2002, 2005). Tais efeitos estao relacionados, respectivamente, ao fato da melatonina
prolongar o ciclo celular nas células tumorais e inibir as vias de sinalizagdo
relacionadas a hipéxia, que normalmente ativam a angiogénese. Além disso, embora
seja comumente descrito que a melatonina inibe a apoptose (revisto por Luchetti et
al., 2010), o efeito oposto é observado em células tumorais. Estudos demonstraram
inducao de apoptose por melatonina em varios tipos tumorais, tais como em
linfomas, tumores de glandula mamaria, colo-retal e de proéstata (revisto por
Mediavilla et al., 2010). Por fim, sabe-se que o estresse oxidativo pode acarretar em
danos ao DNA, tendo efeito altamente carcinogénico. Dessa forma, a caracteristica
antioxidante da melatonina também contribui para seu papel protetor no cancer. O

uso de antioxidantes, incluindo a melatonina, como coadjuvantes no tratamento
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quimioterdpico tem demonstrado resultados promissores tanto com relacdo a maior
eficacia do tratamento quanto a diminuicao dos efeitos colaterais (Vijayalaxmi et al.,
2002; Anisimov et al., 2006; Jung & Ahmad, 2006; revisto por Block et al., 2008).

Um ntmero crescente de estudos tém comprovado o papel da melatonina
como importante modulador da resposta imune (revisto por Carrillo-Vico et al.,
2013). Foi demonstrado que a melatonina aumenta a proliferacdo de linfécitos-T, a
apresentacdo de antigenos pelos macrofagos e a atividade fagocitaria destes
(Carrillo-Vico et al., 2005; Pontes et al., 2006; Pires-Lapa et al., 2013); aumenta ainda a
atividade celular no sistema linfoide, no baco e na medula éssea; estimula a sintese
de algumas citocinas, como as interleucinas (IL)-2, IL-6, IL-12 e o interferon-gama
(IFN-y) (revisto por Miller et al., 2006); e regula a sintese de 6xido nitrico (NO) em
células endoteliais vasculares (Tamura et al., 2009), o que pode ser um mecanismo
adicional pelo qual a melatonina modula a tensdo dos vasos sanguineos (Geary et al.,
1997). Por outro lado, a auséncia de melatonina endégena diminui tanto a imunidade
celular quanto humoral (Maestroni, 2001).

Pelo exposto acima, nota-se a caracteristica altamente pleiotrépica desta
molécula, exercendo importantes papéis moduladores, principalmente no que diz

respeito ao sistema de defesa do organismo.

1.3 Mecanismos de acao da melatonina

Uma molécula com tanta variedade de efeitos como a melatonina também
apresenta uma grande diversidade de mecanismos de agdo. A melatonina exerce
seus efeitos principalmente pela ativacdo de receptores de membrana de alta
afinidade, mas também apresenta capacidade de ligacdo a diversas moléculas

intracelulares, acarretando em modulacdo de cascatas de sinalizacdo. Além disso,

23



INTRODUCAO

também tem sido sugerida acdo nuclear da melatonina, ativando direta ou
indiretamente receptores nucleares que regulam a transcricao de genes alvos.

Em mamiferos existem dois tipos de receptores de alta afinidade a melatonina
(MTRs, do inglés melatonin receptors), sendo ambos receptores de sete dominios
transmembranicos acoplados a proteina G (GPCR), denominados MT; e MT». Assim
como na histéria da descoberta das funcbes da melatonina, os anfibios também
tiveram participagdo importante na histéria da descoberta destes receptores. Os
primeiros indicios da existéncia de tais receptores vieram dos estudos em
melandéforos de sapo, em que tanto indolaminas de estrutura semelhante a
melatonina quanto a toxina pertussis inibiram o efeito da melatonina sobre a
agregacao dos pigmentos nos melanoforos (Heward & Hadley, 1975; White et al.,
1987). Esta ultima observagdo evidenciou a presenca de receptores acoplados a
proteina G mediando o efeito da melatonina, pois a toxina pertussis inativa o
acoplamento do receptor a proteina G;. De forma semelhante, estudos com retina de
aves também sugeriram que o efeito inibitério da melatonina sobre a liberacdo de
[3H]-dopamina deveria ser mediado por receptor, uma vez que ocorria com baixas
concentracdes de melatonina e que era mimetizado ou anulado pelo uso de outras
moléculas de estrutura similar - agonistas ou antagonistas, respectivamente
(Dubocovich, 1985). Nessa mesma época, o desenvolvimento da molécula de
melatonina ionizada com %I (2-[1%]]-iodomelatonina) (Vakkuri et al., 1984)
possibilitou a deteccdo de sitios de ligacdo de alta afinidade a melatonina em
diversas dreas do cérebro de mamiferos e na retina e cérebro de aves (Dubocovich &
Takahashi, 1987; Vanecek et al., 1987; Duncan et al., 1988; Laudon et al., 1988;
Dubocovich et al., 1989; Weaver et al., 1989). Devido as diferencas nas caracteristicas

farmacolégicas dos sitios de ligacdo a melatonina presentes em retinas de coelho ou
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aves e as presentes no cérebro de roedores, os receptores de melatonina foram
inicialmente subdivididos em duas classes: ML; e ML, (Dubocovich, 1988).

O receptor de melatonina de sapo, que apresenta caracteristicas
farmacolégicas da classe 1 dos receptores de melatonina (MLi), foi o primeiro a ser
clonado (Ebisawa et al., 1994). Em mamiferos, foram clonados outros dois subtipos
de receptores do tipo ML; (Reppert et al., 1994, 1995), de modo que essa classe foi
subdivida em ML, MLy e MLic (Dubocovich, 1995). Estudos subsequentes
comprovaram que os receptores MLi, e MLy, estdo presentes em diversos mamiferos
enquanto que o MLi,, o primeiro a ser clonado, é exclusivo de vertebrados nao-
mamiferos. Essa nomenclatura original foi posteriormente normatizada pela Unido
Internacional de Farmacologia Basica e Clinica (IUPHAR, do inglés International
Union of Basic and Clinical Pharmacology), que regulamenta os receptores de
mamiferos, de modo que os receptores MLi1. e ML1, sdo hoje denominados de MT: e
MT,, respectivamente, enquanto que o MLic ndo sofreu alteracdes em sua
nomenclatura (Dubocovich et al., 2000). O receptor ML, chegou a ser denominado de
MTs3, porém, ficou demonstrado que ndo se trata de um receptor acoplado a proteina
G, e sim de uma enzima, a quinona redutase 2 (Nosjean et al., 2000). A familia de
receptores de melatonina de mamiferos conta ainda com um receptor 6rfao, o GPR50
que, embora nao seja capaz de se ligar a melatonina, apresenta 45% de identidade
com MT: e MT: na sequéncia de aminoécidos, além de similaridades filogenéticas e
estruturais (Reppert et al., 1996). O GPR50 é encontrado somente em mamiferos e, de
acordo com alguns estudos filogenéticos, acredita-se que seja o ortélogo do receptor
Meli. de ndo-mamiferos (Dufourny et al., 2008).

Os receptores MT: e MT> sdo amplamente distribuidos, tendo sido detectados
praticamente em todos os tipos celulares de mamiferos (revisto por Zlotos et al.,

2014). Classicamente, ambos receptores sinalizam via proteina G; (inibitéria),
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resultando, portanto, em inibicdlo do segundo mensageiro AMPc e,
consequentemente, da sinalizagdo mediada pela via AMPc-PKA-CREB. Acoplamento
destes receptores a proteina Gq/u1 também ja foi descrito e, neste caso, estd
relacionado a ativagdo da via de sinalizacdo mediada pela proteina fosfolipase C
(PLC), induzindo aumento nos niveis intracelulares do segundo mensageiro inositol
trifosfato (IPs) e de célcio, e ativagdo da proteina quinase C (PKC) (Brydon et al., 1999;
Mackenzie et al., 2002). Foi também demonstrada a ativacdo da via das MAP
quinases (MAPK, do inglés mitogen-activated protein kinases) pelos receptores de
melatonina, levando a fosforilagdo de MEK 1/2 e ERK 1/2 (Chan et al., 2002; revisto
por Hardeland, 2009).

Embora as vias de sinalizacdo de MT: e MT. sejam aparentemente
redundantes, ndo havendo sinalizacdo especifica que os diferencie, a distribuicao e o
padrao de expressdao desses dois receptores pode ser tecido-especificos. Foram
descritos inclusive papéis antagdnicos dos receptores de melatonina, como por
exemplo na mediacdo dos efeitos da melatonina na vasoconstrigdo e vasodilatagao
arteriais (Masana et al., 2002). Nos NSQs ambos receptores estdo presentes, mas a
ativacao de PKC induzida por melatonina ocorre somente via MT», e ndo por MT:
(Hunt et al., 2001). A melatonina atua na sincronizagdo da atividade ritmica desses
neurdnios, sendo que sua acgdo via o receptor MT; inibe a taxa de disparos de
potenciais de acdo nestas células, enquanto que a acdo via MT; induz adiantamento
de fase do ritmo de disparos, o que reflete no adiantamento de fase no ritmo
comportamental de atividade/repouso desses animais (Hunt et al., 2001; revisto por
Dubocovich & Markowska, 2005). Nas células mononucleares do sistema
imunolégico, o aumento da atividade fagocitaria induzido pela melatonina é
mediado pelo receptor MT, (Pires-Lapa et al., 2013), enquanto que a inducdo da

expressao de IL-2 ocorre via ativacao de receptores MT; (Carrillo-Vico et al., 2003). J&
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o efeito anti-apoptético da melatonina sobre as células do sistema imunolégico pode
ser tanto dependente (Radogna et al.,, 2007, Maldonado et al., 2013) quanto
independente (Hardeland, 2009; Espino ef al., 2010) da ativacdo de receptores de
melatonina.

A especificidade tecidual na acdo dos MTRs pode também depender da
formacao de complexos diméricos entre os mesmos. A dimerizacdo ou mesmo
oligomerizacdo de GPCRs tem sido cada vez mais descrita e confere maior
diversidade e complexidade aos mecanismos de regulacdo e sinalizacdo desses
receptores de membrana (Tadagaki et al., 2012). O desenvolvimento de técnicas como
a de transferéncia de energia bioluminescente por ressonancia - BRET (do inglés
bioluminescence resonance energy transfer) permitiu uma melhor compreensdao a
respeito das interacdes dos GPCRs entre si, bem como das intera¢des destes com seus
acopladores intracelulares, possibilitando a deteccao de alteracdes nas propriedades
farmacoloégicas e nas sinalizagdes intracelulares dependendo da conformagao em que
determinado receptor se encontra (Jockers et al., 2008).

Com relacdo aos receptores de melatonina, foi demonstrado em células de
linhagem derivadas de rim de embrido humano (HEK293), expressando quantidades
fisiolégicas de MT; e MT, recombinantes, que estes receptores formam
preferencialmente heterodimeros (MTi/MT2) ou homodimeros de MTi, enquanto
que a propensdo para formacdo de homodimeros de MT> é de 3 a 4 vezes menor
(Ayoub et al., 2004). Mais recentemente, a relevancia fisiolégica da formacdo do
heterodimero MT1/MT> foi comprovada em células fotorreceptoras da retina (Baba et
al., 2013). A melatonina aumenta a fotossensibilidade destas células e este efeito é
mediado pela ativagdo do heterodimero MT:1/MT>, que induz cascata de sinalizagao
especifica a este complexo, via enzimas PLC e PKC. Por fim, a heterodimerizacao

pode ainda modular a funcionalidade dos receptores. Foi demonstrado em células
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HEK293 que a interacdo de MT; com o receptor 6rfao GPR50 inibe completamente a
ligacdo de alta afinidade dos agonistas a MTi, bem como a formacdo do complexo
heterotrimérico entre MT; e as subunidades da proteina G, e também sua ligagao a 8-
arrestina (Levoye et al., 2006).

A melatonina também pode atuar diretamente sobre alvos intracelulares e
nucleares (Finocchiaro & Glikin, 1998). Por ser uma molécula anfifilica, a melatonina
atravessa facilmente as membranas celulares (Shida et al., 1994). Dentre as moléculas
intracelulares as quais a melatonina se liga estdo a calmodulina (Benitez-King et al.,
1991), uma proteina reguladora de diversas enzimas quinases; e os receptores
nucleares da familia do acido retinoico (RORal, RORa2, RZRa, RZRf), embora
ainda existam duvidas se o efeito da melatonina sobre esses receptores é direto ou
indireto (revisto por Hardeland, 2009). A interacdo da melatonina com a calmodulina
inibe a formacdo do complexo calcio-calmodulina resultando em inibicdo da
atividade de enzimas dependentes desse complexo, como a adenilil ciclase (de
Almeida-Paula et al., 2005) e enzimas quinases (Benitez-King & Antén-Tay, 1993).
Embora esta seja uma interacdo de baixa afinidade, esta via de sinalizacdo da
melatonina esta envolvida, por exemplo, nos efeitos da melatonina sobre o
citoesqueleto (Benitez-King, 2006), sobre a expressdo de receptores colinérgicos
nicotinicos (de Almeida-Paula et al., 2005), e sobre a sinalizagdo dos receptores de

estrogeno em células tumorais (Mediavilla et al., 2010).

2. InteracOes entre o sistema melatonérgico e o sistema imunolégico: o
eixo imune-pineal
Desde os primeiros estudos a respeito da fungdo pineal ficou evidenciada a
existéncia de uma relagdo entre essa glandula e o sistema imunolégico. Foi
observado que a retirada cirtrgica da glandula pineal gerava alteragdes em 6rgaos
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relevantes ao sistema imune, como o timo e a glandula adrenal (Vaughan & Reiter,
1971; Csaba & Barath, 1975). Estudos posteriores confirmaram o papel modulatério
do hormoénio da pineal sobre os componentes do sistema imunolégico, conforme
mencionado anteriormente. Entretanto, a deteccdo da via inversa, ou seja, de uma
modulacado exercida pelo sistema imune sobre a glandula pineal, é mais recente.

Estudos do nosso grupo da década de noventa demonstraram que o tamanho
da pata de camundongo infectada cronicamente com BCG (Bacilo Calmette-Guerin)
varia ao longo das 24 horas, sendo menor durante a fase de escuro (Lopes et al.,
1997). Este ritmo é imposto pela melatonina, sendo abolido com a retirada da
glandula pineal. A retirada da glandula adrenal também abole o ritmo da espessura
da pata e reduz a concentracdo plasmética de melatonina (Lopes et al., 2001). Tais
resultados sugeriram, portanto, a existéncia de uma modulacdo da atividade da
pineal pela glandula adrenal. De fato, estudos posteriores confirmaram que o
hormonio da adrenal de roedores, a corticosterona, é capaz de potenciar a sintese de
melatonina pela gldndula pineal, tanto em condicdes in vitro quanto in vivo (Ferreira
et al., 2005; Fernandes et al., 2009). O aumento nos niveis circulantes de corticosterona
em resposta a uma condicdo de estresse moderado também resulta em potenciagao
da sintese de melatonina (Couto-Moraes et al., 2009).

Como a corticosterona exerce papel anti-inflamatério na resposta imune,
questionou-se em seguida se agentes pro-inflamatdrios também seriam capazes de
modular a atividade da pineal e se teriam efeito oposto ao observado com a
corticosterona. Ensaios in vitro demonstraram que a citocina pré-inflamatéria TNF
(tumor necrosis factor) inibe a expressdo génica da enzima AA-NAT e,
consequentemente, a sintese de melatonina (Fernandes et al., 2006). O mesmo efeito
inibitério sobre a sintese de melatonina foi observado em pineais incubadas na

presenca do agente patogénico LPS, um lipopolissacarideo de membrana de
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bactérias gram-negativas, e também em condicdo in vivo, na qual a concentragdo
plasmatica noturna de melatonina foi significativamente reduzida em ratos injetados
com LPS (da Silveira Cruz-Machado et al., 2010; Tamura et al., 2010). O efeito
inibitério de TNF foi corroborado em estudos in vivo, analisando respostas
inflamatérias em humanos. Mulheres que desenvolvem mastite, um processo
inflamatério ndo infeccioso causado pela succdo durante a amamentagdo,
apresentam altos niveis circulantes de TNF e auséncia de ritmo didrio de melatonina,
sendo este restaurado somente quando os niveis da citocina diminuem (Pontes et al.,
2006, 2007). Similarmente, mulheres submetidas a procedimento cirtirgico de retirada
do ttero (histerectomia) apresentam drastica redugdo nos niveis plasmaéticos
noturnos de melatonina no dia da cirurgia e, mesmo quando estes retornam aos
valores basais, observa-se que os niveis desse hormonio sdo menores nas pacientes
que apresentam altos niveis de TNF (de Oliveira Tatsch-Dias et al., 2013). Dessa
forma, substancias anti e pré-inflamatoérias (corticosterona e TNF, respectivamente)
apresentam efeitos antagonicos quanto a modulagdo da atividade biossintética da
glandula pineal. A existéncia de uma retroalimentagao do sistema imunolégico sobre
a glandula pineal foi inicialmente hipotetizada como um mecanismo relevante a
manutencdo da homeostase, visto a importancia do papel da melatonina sobre os
componentes imunolégicos (Skwarlo-Sonta, 1996; Skwarlo-Sonta et al., 2003; Tsai et
al., 2001).

A continuidade dos estudos por nosso grupo possibilitou uma melhor
caracterizacdo do papel da melatonina e da glandula pineal durante uma resposta
imune. Um dos efeitos imunomodulatérios da melatonina em concentragdes
fisiolégicas é o de inibir o rolamento e a adesdo de leucécitos sobre a camada
endotelial dos vasos, limitando a migracao celular da circulacdo sanguinea para os

tecidos (Lotufo et al., 2001, 2006). Entretanto, na vigéncia de uma resposta imune, tais
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etapas sdo necessdrias para que as células imunocompetentes circulantes alcancem o
local afetado. Analisados em conjunto, esses dados indicam que no inicio da
montagem de uma resposta imune inata, os altos niveis de TNF produzidos inibem a
sintese de melatonina pela pineal. Essa inibigdo transiente condiz com uma ativagao
apropriada do sistema imunolégico, permitindo que as células imunocompetentes
migrem para o tecido. Concomitantemente, essas mesmas células passam a produzir
melatonina em altas concentragdes no local da resposta, o que auxilia na proliferacao,
atividade fagocitdria e apresentacdo de antigenos por essas células (conforme
mencionado no item 1.2). Ja na fase anti-inflamatéria da resposta, a sintese de
melatonina pela pineal é restaurada. Isso ocorre tanto pela diminuicdo na
concentracdo dos fatores inibitérios (como o TNF, por exemplo), quanto pelo
aumento da corticosterona circulante, que potencia a atividade enddcrina da pineal.
Portanto, além do controle da sintese de melatonina pelo oscilador circadiano central
(NSQs), nosso grupo tem demonstrado através de diferentes modelos que a pineal
pode ter sua atividade biossintética modulada em determinadas situagdes de injuria,
independentemente do ciclo claro/escuro ambiental. Essas interagdes entre o sistema
imunolégico e a glandula pineal formam as bases do conceito do Eixo Imune-Pineal
(fig. 4) (Markus et al., 2007, 2013; Markus & Ferreira, 2011).

Hoje sabemos que a glandula pineal é de fato instrumentada para responder
a moléculas ativadoras da resposta imune e relacionadas ao reconhecimento de
padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) ou de substancias endégenas
associadas a dano (DAMPs). Pinealécitos expressam receptores que reconhecem
citocinas, como o receptor de TNF (TNFR) (Carvalho-Sousa et al., 2011), e receptores
da familia toll (TLRs, do inglés toll-like receptors), como o TLR4 (da Silveira Cruz-
Machado et al, 2010, 2012). Os TLRs sao receptores especializados no

reconhecimento de PAMPs, como polissacarideos de bactérias e RNA viral, e
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também de algumas substancias endégenas (DAMPs) como as heat shock proteins,
acidos graxos, lipoproteinas, acidos nucléicos, glicosaminoglicanos, ATP, dentre
outros, que sinalizam a ocorréncia de dano celular ou tecidual (revisto por Bianchi,
2007).

Em resumo, a obtencao de tais dados estabeleceu o conceito de que a sintese
de melatonina pela glandula pineal depende nao s6 do fator ambiental, mas também

da condicdo fisiopatolégica do organismo.

2.1 Fator de transcricao NFKB

O mecanismo de a¢do de TNF, LPS e corticosterona na modulac¢ido da sintese
de melatonina pela pineal, descrito anteriormente, envolve o fator de transcricao NF-
kB (do inglés, nuclear fator kappa B). A inducdo da translocacdo nuclear das
subunidades de NF-kB por TNF ou LPS bloqueia a sintese de melatonina, enquanto
que sua inibi¢do por corticosterona gera uma potenciacdo na producdao hormonal
pela pineal (Ferreira et al., 2005; Fernandes et al., 2006; da Silveira Cruz-Machado et
al., 2010; Carvalho-Sousa et al., 2011).

O NF-xB foi descrito primeiramente como fator de transcricdo regulador do
gene que transcreve a cadeia leve x de imunoglobulinas em linfécitos B (Sen &
Baltimore, 1986), mas atualmente sabe-se que estd presente nos mais diversos tipos
celulares. Em mamiferos, a familia NF-kB engloba 5 proteinas distintas que tém em
comum o dominio de homologia REL e que atuam sob a forma de homo- ou
heterodimeros. As subunidades de NF-«xB sao: RelA (ou p65), Rel B, c-Rel, p50 e p52,
sendo que p50 e p52 provém do processamento proteassomal de precursores maiores
- p105 e p100, respectivamente (Ghosh et al., 1998). As subunidades RelA, c-Rel e Rel
B sdo tidas como ativadoras da transcricao génica, pois apresentam um dominio de
transativacdo (TAD), enquanto que as demais sdo tidas como repressoras da
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transcricdo de seus genes alvos quando na forma de homodimeros (Hayden &
Ghosh, 2008, 2012). De modo geral, a via do NF-kB é classicamente ativada por
estimulos imunogénicos, como bactérias e virus, ou moléculas sinalizadoras como
citocinas, sinais apoptoéticos, fatores de crescimento, dentre outros (Traenckner et al.,
1995; Baeuerle & Baltimore, 1996). Quando a via nao esta ativada, as subunidades do
NF-kB encontram-se no citoplasma, ligadas a proteinas inibitérias da familia IkB.
Frente a um desses estimulos citados, um complexo especifico de enzimas quinases
(IKK) é ativado, fosforilando a IkB, que é entdo ubiquitinada e sinalizada para
degradagdo por proteassomas. Com isso, os dimeros de NF-«B livres migram para o
nicleo e ligam-se as sequéncias promotoras responsivas a este fator nos diversos
genes-alvo. Classicamente, a translocacdo nuclear de NF-kB obedece a um padrdo
oscilatério ao longo do tempo, sendo caracterizada como uma resposta de ativacdo
rdpida mas que pode reverberar e apresentar fases tardias (Nelson et al., 2004).

Este fator de transcricdo compreende uma via central dentro do contexto do
eixo imune-pineal, mediando a alteracdo entre as diferentes fontes de producao de
melatonina durante uma resposta imune inata (Markus et al., 2013). Estudos in silica
(Markus et al., 2007) e de ensaios de gene-repérter (Muxel et al., 2012) demonstraram
a presenca e a funcionalidade de elementos responsivos ao NF-kB na regido
promotora e no primeiro intron do gene Aanat, enzima-chave na sintese de
melatonina. Conforme mencionado anteriormente, a ativacdo da via NF-xB na
glandula pineal resulta em inibicdo da sintese de melatonina. Por outro lado, a
ativacdo de outras subunidades de NF-kB nas células imunocompetentes tem efeito
oposto sobre este mesmo gene, acarretando em inducdo da expressdo de Aanat e,
consequentemente, da sintese de melatonina por estas células (Muxel et al., 2012).

Dessa forma, a via NF-kB é diretamente responsavel pela alternancia entre a

33



INTRODUCAO

producdo pineal e extra-pineal de melatonina na presenca de um mesmo estimulo

patogénico ou inflamatdério, conforme esquematizado na figura 4.

EIXO/IMUNE-PINEAL

Condicoes Fisioldgicas Ativacao do Eixo Imune-Pineal

PAMPs / DAMPs

Melatonina plasmatica

Células do
, \ . Glandula sistema imune
pineal
-
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. Melatonina .
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Fase anti-inflamatodria
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WO JAa-nat, PUL

Figura 4 - Esquema representativo do eixo imune-pineal. Em condigdes fisiolégicas (lado
esquerdo), a melatonina plasmatica noturna exerce efeito inibitério sobre a migracdo de
células imunocompetentes da circulagdo para os tecidos, agindo sobre a camada endotelial
dos vasos. Durante uma resposta inflamatéria (lado direito), DAMPs ou PAMPs ativam
receptores TLRs tanto nas células imunocompetentes quanto na gldndula pineal,
caracterizando a ativacdo do eixo imune-pineal. Na pineal, a ativagdo de NF-«xB resulta em
inibicdo da sintese de melatonina, o que permite a migracdo apropriada das células do
sistema imunolégico ao tecido afetado. Ja4 a ativagdo de NF-kB nestas células resulta em
producao local de melatonina, que auxilia na resolucdo da resposta. Na fase anti-inflamatoria,
tanto a corticosterona quanto a prépria melatonina inibem a agdo de NF-«xB e a producdo de

melatonina pela pineal é restaurada (modificado de Markus et al., 2013).
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A via do NF-xB é uma via classica na mediacdo da resposta imune inata,
sendo que seus principais genes-alvos sdo aqueles que codificam proteinas
relacionadas a respostas inflamatodrias, como os de citocinas (TNF, IL-2, IL-6) e seus
respectivos receptores, moléculas de adesao (VCAM, ICAM), além de enzimas que
também participam da resposta imune inata, como a sintase de 6xido nitrico
induzida (iNOS) e a ciclooxigenase 2 (COX-2) (O’Neill & Kaltschmidt, 2007). Além
disso, as proprias proteinas IkBs sdo reguladas positivamente pelo NF-kB,
constituindo um mecanismo de retroalimentacdo negativa, essencial para finalizar e
limitar a resposta inflamatoéria (Hayden & Ghosh, 2008).

O crescente estudo desta via de sinalizagdo constatou que diversos tipos
celulares apresentam ativagdo constitutiva de NF-xB, o que ampliou a gama de
funcdes dessa familia de fatores de transcricdo, ndo mais restringindo-os as células
do sistema imunolégico. Essa ativacdo basal tem funcdo na diferenciacdo e
maturagdo de células plasmaéticas, macréfagos, linfécitos B e até mesmo em
mecanismos de neuroprotecdo (Ghosh et al., 1998; Kaltschmidt & Kaltschmidt, 2000;
Bhakar et al., 2002; O’Neill & Kaltschmidt, 2007). Na prépria glandula pineal foi
constatada a ativagdo constitutiva de homodimeros da subunidade p50 de NF-kB,
exibindo um padrao ritmico de maneira inversa ao de produgdo de melatonina, o
que sugere um papel fisiolégico desta via na atividade da glandula (Cecon et al.,
2010). A importancia dos processos fisiologicos nos quais o NF-kB participa requer
um controle fino de sua atividade. De fato, qualquer alteracdo na ativacdo desta via,
seja para mais ou para menos, pode acarretar em niveis patolégicos de NF-xB que
tém sido relacionado com diversas patologias, como doencas neurodegenerativas e
cancer (Mattson & Camandola, 2001; Tergaonkar, 2006; Sun & Zhang, 2007; Morais et

al., 2011).
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No sistema nervoso central, as respostas neuroinflamatdrias sdo mediadas
pela ativacdo e proliferacao de células gliais, principalmente microglia, e o NF-xB é
um fator central nessas respostas. A ativacdo do NF-kB em células neuronais
desafiadas com estimulo téxico tem papel neuroprotetor (Kaltschmidt et al., 1999;
2005), ativando vias anti-apoptoéticas. Ja a ativacdo de NF-kB em microglia e em
astrocitos estd relacionada a produgao de citocinas e outros mediadores inflamatoérios
que, em ultima instancia, podem ser nocivos as células neuronais (Qin et al., 1998).

A maioria das patologias neurodegenerativas envolve um componente
inflamatorio, claramente evidenciado pela deteccdo morfolégica de microglia ativada
nas andlises post-mortem de cérebros humanos e de modelos animais (Terai et al.,
1996). Embora essas primeiras observagdes tenham induzido a interpretacao de que a
ativagdo microglial seja uma das causas da morte neuronal em tais patologias, hoje
sabe-se que essas células sao essenciais a manutengao do tecido cerebral, removendo
debris celulares e modulando as conexdes sinapticas (revisto por Aguzzi, 2013). Por
outro lado, a prolongacdo da resposta neuroinflamatéria e sua ndo-resolugdo resulta
em aciumulo de moléculas neurotdxicas, levando entdo a morte neuronal (Mattson &
Camandola, 2001). Essa resposta neuroinflamatoéria intermitente, mediada pelo NF-
kB nas células gliais, tem sido considerada um dos fatores causais dos processos

neurodegenerativos em diversas patologias (Glass et al., 2010).

3. Sistema melatonérgico em condicoes patolégicas - Doenca de
Alzheimer

Dentre as doengas neurodegenerativas relacionadas ao envelhecimento, as

mais comuns sdo: doenga de Alzheimer (AD), Parkinson, Huntington e a esclerose

lateral amiotrdfica, sendo que todas elas tém em comum uma vulnerabilidade

neuronal em dareas cerebrais especificas e depodsitos de proteinas em conformacdes
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anormais em neurdnios ou no espago extracelular (revisto por Ross & Poirier, 2004).
A doenga de Alzheimer é o tipo de deméncia mais comumente observado em todo o
mundo, afetando mais de 40 milhdes de pessoas atualmente (www.who.int). Por ser
uma patologia relacionada ao envelhecimento, o risco de desenvolver AD chega a ser
de quase 50% para individuos acima de 85 anos, sendo que o ntimero de casos
deverd dobrar nos préoximos 20 anos, conforme aumenta a expectativa de vida da
populacdo. Embora ndo haja estudos epidemiolégicos no Brasil, sabe-se que a
prevaléncia de AD é maior nos paises em desenvolvimento e isso tende a aumentar
ainda mais nos préximos anos (www.alz.co.uk/research/statistics).

A doenga de Alzheimer foi primeiramente descrita em 1906, pelo médico
Alois Alzheimer, que observou a presenca de agregados anormais no cérebro de uma
paciente, cuja perda de memoria progressiva chamou-lhe a atencdo. Apesar de ainda
hoje nao existir método diagnoéstico precoce desta doenca, os principais sintomas
compreendem confusdo mental, perda de memoria recente e da capacidade de
aprendizado, que avangam progressivamente até a deméncia. Estes sintomas sao
consequéncia da neurodegeneracdo massiva em mdaltiplas dreas encefalicas, como o
hipocampo e amigdala (Choonara et al., 2009). As alteracbes moleculares
caracteristicas dessa doenca e que tém sido relacionadas ao processo de
neurodegeneracdo compreendem a formacdo das placas senis, compostas por
agregados do peptideo beta-amiloide (AB, do inglés amyloid-beta peptide) de
diferentes tamanhos (39 a 43 aminoacidos), e a formacao de novelos neurofibrilares
intracelulares constituidos pela proteina tau hiperfosforilada. Esta é uma proteina
relacionada aos microtabulos do citoesqueleto e sua fosforilagdo anormal gera esses
novelos que podem estar relacionados a defasagem sindptica da AD (Cérdenas et al.,

2012).
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Muitos trabalhos relatam que a concentragdao noturna de melatonina dosada
no sangue, no liquor ou ainda na urina (pela dosagem do principal metabélito da
melatonina - 6-sulfatoximelatonina) decaem de 20% a 80% com o avangar da idade
(Skene et al., 1990; Magri et al., 1997; Liu et al., 1999). Por outro lado, também existem
autores que defendem que essas alteracdes ndo ocorrem em um envelhecimento
saudavel (Zeitzer et al., 1999; Ackermann & Stehle, 2006). De qualquer forma, ha uma
reducdo ainda maior na producao de melatonina em pacientes com AD comparados
a individuos controle de mesma idade (Liu et al., 1999). O trabalho de Wu e
colaboradores (2003) relata que essa reducdo é observada ja nos primeiros estagios
da AD, denominados estdgios Braak I-II. Esta escala de estagiamento foi
desenvolvida por analise post-mortem das alteracdes moleculares observadas no
cérebro de pacientes com diferentes graus de comprometimento cognitivo, sendo
que os estagio I-II referem-se a individuos com as primeiras alteracdes moleculares
mas sem nenhum sintoma de déficit cognitivo, enquanto que os estagios Braak V-VI
referem-se aos estdgios mais avancados da doenca (Braak & Braak, 1995). Como o
declinio da producao de melatonina antecede os sintomas da deméncia, foi ainda
sugerido o uso dessa dosagem hormonal como um marcador biolégico primério do
inicio da doenca (Wu & Swaab, 2005). Além da producao de melatonina reduzida,
pacientes de estdgios avancados de AD apresentam também consideravel redugao na
expressdao dos receptores de melatonina MT; e MT, em algumas areas cerebrais,
como no hipocampo e hipotdlamo (Savaskan et al., 2005; Wu et al., 2007).

A administragdo de melatonina a pacientes de AD tem-se mostrado efetiva
em amenizar alguns dos sintomas da doenga, como problemas relacionados ao sono
e alteragdes comportamentais (Brusco et al., 2000; Mahlberg et al., 2004; Wang &
Wang, 2006; Wu & Swaab, 2007). Em modelos animais da doenga, a melatonina

também foi capaz de melhorar pardmetros cognitivos (Feng et al., 2004a,b; Cheng et
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al., 2006; Olcese et al., 2009). Entretanto, existem também estudos que ndo foram bem
sucedidos na demonstracao dos efeitos benéficos da melatonina (Serfaty et al., 2002;
Singer et al., 2003; Dowling et al., 2008; Gehrman et al., 2009; Cardinali et al., 2010), o
que pode ser devido ao estagio avangado do comprometimento do sistema
melatonérgico nestes pacientes.

Em face do conceito do eixo imune-pineal, no qual este sistema esta
intimamente relacionado a processos inflamatorios, levantamos a hipotese de que o
sistema melatonérgico poderia compreender um dos primeiros alvos das alteracoes

moleculares desencadeadas em AD.

3.1 Peptideo B-amiloide

Uma das hipdteses mais aceitas atualmente quanto a etiologia da AD
considera como fator principal a resposta neuroinflamatoéria induzida pela produgao
exacerbada e ma conformacao dos peptideos Ap (Hardy & Selkoe, 2002; Mucke, 2009;
Glass et al., 2010). O peptideo AP origina-se a partir da clivagem da proteina
precursora amiloide (APP, do inglés amyloid precursor protein), uma proteina
transmembrénica encontrada preferencialmente nas terminacdes nervosas. Os
fragmentos de p-amiloide compostos de 40 a 42 aminodcidos (APi4 e AP,
respectivamente) sdo os produtos predominantemente formados no cérebro pelo
processamento proteolitico da APP por um complexo de enzimas secretases (a, f§ e
Y). Estes fragmentos diferem entre si ndo s6 quanto ao comprimento como também
com relacdo a algumas propriedades conformacionais e citotéxicas, sendo que o
fragmento Afi142 tem maior propensio a formar agregados fibrilares e ¢é
frequentemente reportado como mais téxico do que Afi40 as células neuronais
(Hardy & Selkoe, 2002). Mutacdes nos genes que codificam tanto APP quanto as

subunidades do complexo enzimatico que cliva esta proteina sdo fatores de risco
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para o desenvolvimento de AD (Bossy-Wetzel et al., 2004). Entretanto, vale a pena
ressaltar que menos de 10% dos casos de Alzheimer sdo devido a causas genéticas
conhecidas, designados como Alzheimer familiar, enquanto que a grande maioria
dos casos é designada como esporddica, com causas ainda desconhecidas que
envolvem fatores genéticos e ambientais.

A geracdo de peptideos amiloide estd altamente relacionada a atividade
neuronal (Cirrito et al., 2005; Cavallucci et al., 2012), o que indica um importante
papel fisiologico tanto da APP quanto dos produtos de sua clivagem no controle da
excitabilidade neuronal por mecanismo de retroalimentagdo negativa. Em um outro
estudo foi demonstrado que o efeito de A sobre a excitabilidade neuronal pode ser
dual, dependendo da concentracio do peptideo, ja que aplicacdo de baixas
concentracdes de A (na faixa de pM) potenciou a transmissdo sindptica, enquanto
que concentragdes mais elevadas (na faixa de nM) induziram depressao sinaptica
(Puzzo et al., 2008). Por fim, a observagdo de que animais transgénicos deficientes
quanto a producdo de AP apresentam déficits cognitivos (Seabrook et al., 1999; Saura
et al., 2004) corrobora a ideia de que concentraces bem reguladas deste peptideo sao
necessarias para um bom funcionamento cognitivo, reforcando sua relevancia
fisiologica.

O desequilibrio entre a sintese e degradagdo de Af resulta em aumento na
concentracdo extracelular deste peptideo e prejuizo das interagdes sinapticas (revisto
por Kim & Tsai, 2009; Palop & Mucke, 2010; Aydin et al., 2012). Existem também
evidéncias de que AP possa acumular intracelularmente, mas os mecanismos
envolvidos e as consequéncias desse acimulo ndo sdao bem conhecidas (Mucke &
Selkoe, 2012). Com relacdo a toxicidade de AP, acredita-se que os efeitos
neurotoxicos sejam exercidos pelo peptideo ainda sob a forma soltvel, e nao pelas

placas senis formadas por agregados fibrilares (Kirkitadze et al., 2002; Berthelot et al.,
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2013). Apesar de grandes investimentos e esforcos nos estudos cientificos desta
doenca, ainda pouco se sabe a respeito dos mecanismos de acao de AP que se
correlacionam com os primeiros estagios da patologia de Alzheimer.

Diversos mecanismos tem sido relacionados aos processos de
neurodegeneracdo por AP, embora ainda seja dificil estabelecer uma relagdo
causa/consequéncia entre tais processos e a patologia em si. Dentre estes
mecanismos estdo: ativacdo microglial exacerbada em resposta ao excesso de A,
com liberagdo de citocinas neurotdxicas (Stewart et al., 1997); liberacdo excessiva de
aminodcidos excitotéxicos, como o glutamato (Bossy-Wetzel et al., 2004); estresse
oxidativo acompanhado de disfuncdo mitocondrial (Anandatheerthavarada et al.,
2003); e perda na densidade sindptica e na transmissao colinérgica, fendmenos
observados desde os estdgios iniciais de AD (Coyle et al., 1983; Nordberg, 2001;
Selkoe, 2002). Sabe-se que a transmissdo sinaptica excitatéria é diretamente
relacionada a neurotransmissao colinérgica e glutamatérgica, envolvendo receptores
colinérgicos nicotinicos (nACh) e muscarinicos (mACh), e receptores glutamatérgicos
ionotrépicos do tipo NMDA (N-metil D-aspartato) e AMPA (4cido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico). Atuando direta ou indiretamente sobre estes
receptores, foi demonstrado que AP é capaz de induzir a dessensibilizacdo e
internalizacdo de receptores de glutamato NMDA (Snyder et al., 2005), modular a
atividade de receptores nACh do tipo a7 (Nordberg, 2001; Pettit et al., 2001; Chen et
al., 2006; Jurgensen & Ferreira, 2010), e de inibir a potenciacdo de longa duragao
(LTP, do inglés long-term potentiation) (Li et al., 2011), mecanismo essencial a
plasticidade sinaptica envolvida nos processos de memoria e aprendizado.

De modo geral, o mais provavel é que todos esses mecanismos atuem em
conjunto, estando inter-relacionados e até interdependentes. Assim, o estresse

oxidativo e a producao de citocinas, naturalmente aumentados no tecido cerebral de
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idosos (revisto por Norden & Godbout, 2013), podem fazer parte de um ciclo vicioso
juntamente com AP, na medida em que irdo regular positivamente a transcricao
génica de outros marcadores inflamatorios, como IFN-y, IL-6, IL-18 e iNOS (Shi &
Gibson, 2007), ativando ainda mais a microglia que, por sua vez, é também uma
importante fonte de ROS (espécies reativas de oxigénio) (Jekabsone et al., 2006).
Outro ponto sinérgico é o fato de que tanto ROS quanto as citocinas pro-
inflamatorias gliais e o proprio peptideo AP sdo capazes de ativar a via do fator de
transcricio NF-xB (Bales et al., 1998; He et al., 2012), o que eleva ainda mais a
transcricdo de genes inflamatorios.

Embora a ativacdo da microglia seja necessdria para que ocorra a remogao
fagocitica de AP, a cronificacdo dessa resposta faz com que esse processo passe a ser
neurotéxico. Foi demonstrado que a ativagdo glial é resultante da interacdo direta de
AB com o receptor TLR4 (Fassbender et al., 2004; Walter et al., 2007; Salminem et al.,
2009), sendo que camundongos deficientes para este receptor apresentam menor
producao de NO induzida tanto por AP quanto por LPS. Ja camundongos
transgénicos modelo de Alzheimer apresentam uma maior expressao de TLR4, o que
também é observado em materiais post-mortem de cérebros humanos de AD (Walter
et al., 2007). Em suma, uma série de evidéncias indicam que o processo inflamatério
cronico e progressivo é um dos componentes de AD e que, independentemente da
relacdo  causa/consequéncia, certamente contribui para os  processos
neurodegenerativos que levam a deméncia (Schwab & Mcgeer, 2008; Schwab et al.,
2010).

O fato de AP atuar por vias de sinalizagdo presentes na glandula pineal
(TLR/NF-xB), aliado ao conceito do eixo imune-pineal, levaram-nos a formulacao da
hipotese de que a inibicdo da sintese de melatonina observada em AD possa ser

devido a uma acdo direta do peptideo AP sobre a pineal. Além disso, devido a
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capacidade de AP em interferir na funcdo de receptores de membrana, e com base na
expressao reduzida de MTRs observada no cérebro de pacientes com AD, também

investigamos as ac¢des diretas de Af sobre a fungao dos MTRs.
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“Duem nio sabe o que busca, rdo /zzé)/zgﬁu o-gue ackha.”

Immanuel Kant
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OBJETIVOS

O objetivo geral do presente projeto é investigar se o peptideo p-amiloide
atua diretamente sobre o sistema melatonérgico, inibindo a sintese de melatonina
pela glandula pineal e/ou afetando a sinalizacdo da melatonina mediada por seus

receptores de membrana.

Objetivos especificos:
1 - Avaliar o efeito dos peptideos APi40 e APi42 sobre a produgdo de melatonina
por glandulas pineais de ratos em cultura;
1.1 Analisar as vias de sinalizacdo ativadas por A, com énfase na via
TLR/NF-kB e na expressdo das enzimas AA-NAT e HIOMT.
2 - Avaliar o efeito dos peptideos APi40 e AP142 sobre a funcdo dos receptores de
melatonina MT1 e MT5;
21 Investigar alteracdes nas propriedades farmacolégicas desses receptores
na presenca de Af;
2.2 Analisar o efeito de AP sobre a propensao a formacao de dimeros entre
0os MTRs.
2.3 Investigar se AP interfere nas vias de sinalizagado intracelular induzidas

pela melatonina;
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“A /Jc)/w;wfé/za'a é o cammtro o éxito.”

Charles Chaplin

46



MATERIAL E METODOS

MATERIAL E METODOS

Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar de cerca de 2 meses de
idade. Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro 12h00/12h00, com comida e
agua ad libitum. Em todos os experimentos os animais foram eutanasiados por
decapitacdo sem a administracdo de anestésicos. Este projeto foi realizado sob a
licenca da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biociéncias

das USP (licenca n° 111/2010), em concordédncia com a regulamentacdo do Conselho

Nacional de Controle de Experimentacao Animal (CONCEA).

Drogas e Reagentes
As drogas e reagentes utilizados tiveram as seguintes procedéncias:

* 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol (HFIP) (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA);

*  2-[]]iodomelatonina (Perkin Elmer; Boston, MA, EUA);

* 2-iodomelatonina (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA);

* AP0 e AP1a (Tocris Bioscience; Bristol, UK);

*  AP140-FAM (AP conjugado a FAM) (Ana-Spec; Fremont, CA, EUA);

¢ Acido polideoxinosinico-deoxicitidilico [poli(dIdC)] (Sigma-Aldrich; St. Louis,
MO, EUA);

* Adenosina 5'- trifosfato, [y 32P]Easy Tides® (Perkin Elmer; Boston, MA, EUA);

*  Acrilamida (Bio-Rad; Richmond, CA, EUA);

*  Albumina bovina (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA);

*  Anticorpo policlonal de coelho anti-iINOS (NOS2 - conjugado a TRITC; sc-651);
anticorpos policlonais de coelho anti-subunidades de NF-kB: p50 (sc-114X), p52
(sc-298X), RelA (sc-109X), RelB (sc-226X) e c-Rel (sc-70X); anticorpos policlonais
de cabra anti-Mel-1A-R (sc-13186) e anti-Mel-1B-R (sc-13177); anticorpo
policlonal de coelho anti-ERK 2 (sc-154); anticorpo monoclonal de camundongo

anti-p-ERK (sc-7383) (Santa Cruz Biotechnology; Santa Cruz, CA, EUA);
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Anticorpo policlonal de coelho anti-P-AA-NAT (N-terminal, S-0814) e anticorpo
secundario anti-coelho conjugado a FITC (F7512) (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO,
EUA);
Anticorpo secundario anti-cabra conjugado a FITC (Ab6881) (Abcam;
Cambridge, UK);
Anticorpo secundério anti-camundongo IRDye 680LT (827-11080) e anticorpo
secundario anti-coelho 800CW (827-08365) (LI-COR Bioscience; Nebraska, EUA)
Bisacrilamida (N, N’-metilenebisacrilamida) (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO,
EUA);
Ditiotreitol (DTT) (Invitrogen - Life Technologies; Grand Island, NY, EUA);
Enzima DNase (Invitrogen - Life Technologies; Grand Island, NY, EUA);
Enzima T4 quinase; (Invitrogen - Life Technologies; Grand Island, NY, EUA);
Fenilmetanesulfonilfluorido (PMSF) (Invitrogen - Life Technologies; Grand
Island, NY, EUA);
Glicerol (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA)
JetPEI (Polyplus-transfection; New York, NY, EUA)
L-glutamina (Corning Cellgro; Manassas, VA, EUA)
Meio de cultura DMEM - Dulbecco’s modified Eagle Medium (GIBCO BRL -
Life Technologies; Grand Island, NY, EUA);
Meio de cultura BGJb (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA)
Membrana de nitrocelulose e solucao de bloqueio (LI-COR Bioscience; Nebraska,
EUA);
Nonidet-p40 (NP-40) (Calbiochem; Darmstadt, Alemanha);
Noradrenalina (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA);
Nucleotideos (mix dNTP) (Invitrogen - Life Technologies; Grand Island, NY,
EUA);
Oligonucletotideo consenso para NF-kB (Promega; Madison, WI, EUA);
Oligonucleotideos para PCR (Eurofin MWG Operon; Alabama, EUA);
Penicilina/estreptomicina (GIBCO BRL - Life Technologies; Grand Island, NY,
EUA);
Poli-L-lisina (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA);
PDTC (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA);
Random primers (Invitrogen - Life Technologies; Grand Island, NY, EUA);
Soro fetal bovino (GIBCO BRL - Life Technologies; Grand Island, NY, EUA);
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*  Superscript III (Invitrogen - Life Technologies; Grand Island, NY, EUA);

*  SYBR Green PCR mix (Invitrogen - Life Technologies; Grand Island, NY, EUA);
*  Tripsina e inibidor de tripsina (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO, EUA);

*  Triton X-100 (Amresco; Ohio, EUA);

*  Trizol (Life Technologies; Grand Island, NY, EUA);

Todos os demais reagentes utilizados apresentavam grau de pureza analitico.

Preparo das drogas

O peptideo liofilizado Af1.40 foi inicialmente dissolvido em dimetilsuféxido
(DMSO) a 1 mM, e em seguida diluido em solugado salina-fosfato (PBS - NaCl 125
mM, Na,HPO, 2 mM, NaHoPO4 2 mM e KCI 5 mM) para fazer uma solugdo-estoque
a 100 uM (10% DMSO), que foi aliquotada e estocada a -20°C. As demais diluicoes
foram feitas em PBS ou em meio de cultura no momento do uso. Os grupos controles
foram tratados com solucao veiculo (PBS e DMSO) de modo que a concentracao final
de DMSO fosse a mesma em todos os grupos (maximo de 0,1%).

O peptideo A1, por ter maior propensdo a formar agregados fibrilares, foi
preparado segundo protocolo previamente descrito (Dahlgren et al., 2002; Chromy et
al., 2003) para gerar oligdmeros solaveis de Afi4. O peptideo liofilizado foi
primeiramente dissolvido a 5 mg/mL em 1,1,1,3,3,3-hexafluoroisopropanol (HFIP)
para garantir o estado ndo-agregado e monomérico do peptideo. Essa solucdo foi
separada em aliquotas e os tubos permaneceram abertos até o dia seguinte para total
evaporagao de HFIP, sendo entdo estocados como filmes de peptideo -80°C. Um dia
antes do uso, a aliquota era descongelada em gelo e o filme de petideo dissolvido em
DMSO, fazendo uma solugdo a 5 mM. Logo em seguida essa solugdo é diluida a 100
uM pela adicdo de PBS, e incubada a 4°C por 24 horas. Apos centrifugacdo para
remocao de possiveis agregados (14000 x g, 10 min), a solugdo-estoque a 100 uM

(10% DMSOQO) estava pronta para uso, sendo as demais diluicdes feitas em PBS ou
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meio de cultura. Para o preparo da solucdo de veiculo, todas as etapas foram
realizadas da mesma maneira, porém na auséncia de peptideo.

O peptideo AP140-FAM foi diluido a 1 mg/mL em solucdo de hidréxido de
amonio 1% em PBS e estocado em aliquotas. As demais diluicdes foram feitas em
PBS ou em meio de cultura.

A noradrenalina foi inicialmente diluida a 10 mM em &cido cloridrico 0,01 M,
seguida de dilui¢do seriada em solucdao aquosa de acido ascoérbico (50 mg/L).

Os demais reagentes foram todos diluidos em dgua deionizada e purificada

por sistema Milli-Q, ou conforme especificado em cada protocolo experimental.

Cultura de glandulas pineais

As glandulas recém retiradas dos animais foram cultivadas em placas de
cultura de 24 pocos contendo 200 pl de meio de cultura BGJb, suplementado com
glutamina (2 mM) e antibidtico (penicilina - 100 U/ml, e estreptomicina - 100
ug/ml), e mantidas em estufa a 37°C em uma atmosfera saturada de carbogénio (95%
O, - 5% COy). Apo6s 48h, as pineais estdo completamente desnervadas e em
condicdes de receberem os tratamentos. Ao final do periodo de incubacdo, as
glandulas e os meios de cultura foram coletados e imediatamente armazenados a

-80°C para posterior andlise.

Cultura de pinealécitos

A dispersao de células da glandula pineal foi realizada conforme método
descrito por Buda & Klein (1978). Assim que retiradas dos animais, as glandulas
pineais foram imediatamente dissociadas por incubacdo com tripsina (0,25%, 37°C,
15 min) em solugao fisiolégica (NaCl 120 mM, KCI 5 mM, NaHCO; 25 mM, KH2PO4

1,2 mM, glicose 12 mM, 0,1% albumina bovina). Em seguida, essa dissociacdo foi
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interrompida pela adicdo de inibidor de tripsina (0,3%) e iniciou-se a dispersdo
mecanica. Apods centrifugacdo (1000 g, 15 min, 25°C), o sobrenadante foi descartado e
as células foram ressuspendidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium) suplementado com soro fetal bovino (10%) e antibi6tico (penicilina
- 100 U/ml, e estreptomicina - 100 ug/ml). A quantidade de células vidveis obtidas
foi estimada pelo método de exclusao por Trypan blue e cerca de 0,5 a 1x105 células
foram plaqueadas em cada poco de placas de 8 pogos especificas para ensaios de
imunofluorescéncia (chamber slide, Merck Millipore; Billerica, MA, EUA),
previamente tratadas com poli-L-lisina para aderéncia das células. Apés 18h de
estabilizagdo da cultura mantida em estufa (37°C, 5% CO), iniciaram-se os

tratamentos.

Cultura de células HEK293

Nos experimentos referentes aos receptores de melatonina, realizados na
Franga (laboratério do Prof. Dr. Ralf Jockers, Institut Cochin - Université Paris
Descartes, Paris, Franca), foram utilizadas células da linhagem HEK293, cultivadas
em meio DMEM suplementado com soro fetal bovino (10%) e antibiético (penicilina
- 100 U/ml, e estreptomicina - 100 ug/ml), mantidas em estufa (37°C, 5% CO,). Para
os ensaios de ligacdo de melatonina e de ativagdo da via de sinalizagdo da ERK foram
utilizadas células HEK293 transfectadas para expressar de maneira estavel os
receptores humanos MT: ou MT, previamente estabelecidas pelo grupo do Prof.
Jockers. Para os ensaios de BRET, as células HEK293 foram transfectadas a cada
experimento para expressar de maneira transiente os receptores MTi ou MT>,
conjugados as moléculas RLuc (Renilla luciferase) ou YFP (do inglés, yellow fluorescent

protein).
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Cultura de células primdrias endoteliais

Células endoteliais foram obtidas a partir do cremaster, misculo que recobre
os testiculos, segundo adaptacao do protocolo de Chen e colaboradores (1995). Ratos
Wistar foram eutanasiados por decapitacdo e o musculo cremaster foi removido e
lavado em PBS. O tecido foi seccionado em pequenos pedagos de aproximadamente
2x2 mm e cerca de 40 a 50 pedagos foram distribuidos pela garrafa de cultura
(superficie com darea de 75 cm?), preenchida com 20 mL de meio DMEM
suplementado com 20% de soro fetal bovino e antibiético (penicilina - 100 U/ml, e
estreptomicina - 100 ug/ml). As garrafas foram mantidas em estufa (37°C, 5% CO»)
por 48 horas, periodo no qual ocorre a migracao espontanea das células endoteliais
dos explantes do musculo cremaster para a garrafa. Apos este periodo, os tecidos
foram retirados e as garrafas permaneceram em estufa até que as células endoteliais
atingissem confluéncia (cerca de 16 dias), sendo o meio de cultura trocado trés vezes
por semana. Para os ensaios de ativacao da via de sinalizacao da ERK 1/2 as células
foram replaqueadas em placas de 24 pogos e utilizadas apés atingirem nova
confluéncia. Para os ensaios de imunofluorescéncia as células foram replaqueadas
(aproximadamente 104 células/poco) em placas de 8 pocos especificas para este

ensaio (chamber slide with cover permanox, Thermo Scientific; Rochester, NY, EUA).

Dosagem de indolaminas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
Glandulas pineais em cultura foram incubadas com os peptideos Af1.40 (0,03
uM) e ABie (1 uM), ou com seus respectivos veiculos, por tempos variados (24h a
72h). Nas 5 horas finais de cultura, as glandulas foram estimuladas com 100 nM de
noradrenalina com o intuito de induzir a produgdo de melatonina. O contetido de
NAS e de melatonina foi dosado no meio de cultura dessas glandulas por HPLC com

detecgdo eletroquimica, segundo método padronizado em nosso laboratério (Ferreira
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et al., 2005). O sistema cromatogréfico utilizado é composto de uma bomba LC-6A
(Shimadzu), injetor Reodyne 7125 com loop de 20ul, coluna C18 fase reversa em
temperatura ambiente e detector eletroquimico L-ECD-6A (Shimadzu) acoplado a
um computador para integracdo dos dados. Para a dosagem de NAS a fase movel foi
composta de acetato de sédio (0,1 M), acido citrico (0,1 M), EDTA (0,15 mM) e
metanol (7%), enquanto que a fase movel para dosagem de melatonina continha 25%
de metanol. Foram realizadas curva-padrdao de NAS e de melatonina para
interpolacdo dos cromatogramas. Solucdes estoques a 1 mM de cada composto foram
preparadas em solucdo de acido cloridrico (0,1 M), metabissulfito de sodio (0,02%) e

EDTA dissodico (0,02%), sendo posteriormente diluidas em acido perclérico 0,1 M.

Ensaio de eletromobilidade em gel (EMSA ou Gel-Shift) e super-shift

O conteddo nuclear de NF-kB foi analizado em glandulas pineais tratadas
com Afi40 € AP142 ou com veiculo em concentragdes e tempos variados. Apds os
tratamentos, as pineais foram processadas para extracdo de proteinas nucleares,
sendo homogeneizadas e incubadas em tampao de lise celular (HEPES 10 mM, KClI
10 mM, EDTA 0,1 mM pH 8,0, glicerol 10%, NP40 0,1%, DTT 1 mM e PMSF 0,1 mM,;
15 min, 4°C). Ap6s centrifugacao (12000 x g; 1 min; 4 °C), o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspendido em 50 ul do mesmo tampao de lise,
sendo entdo submetido a nova centrifugacdo (12000 x g; 1 min; 4 °C). Em seguida, o
precipitado foi ressuspendido e incubado em 20 ul de tampao de extragdo nuclear
(HEPES 10 mM, KC1 0,5 M, EDTA 1 mM pH 8,0; glicerol 10%, DTT 1 mM e PMSF 0,1
mM; 15 min, 4°C, sob agitacdo). Ap6s centrifugacdo (20000 x g; 5 min; 4°C), o
sobrenadante contendo o extrato proteico nuclear foi coletado e armazenado a -80°C
até seu uso no ensaio de gel-shift. O contettido de proteina foi quantificado pelo
espectrofotometro Nanodrop ND-1000 a 280 nm (Nanodrop, Wilmington, DE, EUA).
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Cerca de 6 ug de proteina nuclear de cada amostra foram incubados em tampao de
ensaio (Tris-HCl 10 mM pH 7,5, MgCl> 1 mM, NaCl 50 mM, DTT 0,5 mM, EDTA 0,5
mM pH 8,0, glicerol 4%, poli-dIdC 1 pug) com sonda de oligonucleotideo dupla fita de
sequéncia consenso a NF-kB (5'-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’), previamente
marcada com fésforo radioativo [y32P]-ATP (de 25000 a 40000 c.p.m.) pela atividade
da enzima T4 quinase. O complexo DNA-proteina foi analisado por eletroforese (a
150 V, 1,5h) em gel ndo-desnaturante de poliacrilamida 6% (acrilamida:bisacrilamida,
37,5:1) em tampao Tris-borato/ EDTA (TBE 0,25x). Apds a eletroforese o gel foi seco a
vacuo (Gel Dryer Vacuum System - Fisher Biotech, Wembley, Austrélia), exposto ao
filme XAR-5 (Kodak - Rochester, NY, EUA) por 48h a -80°C. O filme foi entdo
revelado por imersdo em solucdo reveladora (Kodak; 5 min) e fixadora (Kodak; 10
min) e os complexos de proteina-DNA foram quantificados densitometricamente
utilizando o programa Image] (Image Processing and Analysis in Java,
www.imagej.nih.gov).

Os ensaios de super-shift consistiram na mesma técnica descrita acima, com a
inclusao de uma etapa inicial de incubagao dos extratos protéicos com anticorpos
especificos para cada subunidade de NF-kB (2 ug/ul, 2 ul por amostra, 30 min,

temperatura ambiente).

Ensaios de imunofluorescéncia

Tanto para a analise da expressao proteica das enzimas AA-NAT fosforilada
(P-AANAT) e iNOS quanto para analise da translocacdo nuclear da subunidade p50
de NF-xB e nos ensaios da interacdo celular do peptideo AP140 fluorescente (Ap-
FAM, AnaSpec), foram utilizadas culturas de pinealécitos dispersos. Apods os
tratamentos com Af140 (0,03 uM, 15min + noradrenalina 100 nM, 30 min, para P-
AANAT; ABi40 0.1 uM, 1h para iNOS e APi14 0,01 a1 uM, 5 a 30 min para p50) ou
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AfB14 (1 uM, 15 min + noradrenalina 100 nM, 30min, para P-AANAT) as células
foram lavadas com PBS e fixadas em solucdo acetona:etanol (1:1 - 15 min, -20°C). Em
seguida, as células foram permeabilizadas com Triton X-100 (0,2% em PBS, 30 min,
temperatura ambiente), seguido de incubagdo com o anticorpo anti-iNOS conjugado
ao fluoréforo TRITC (diluigdo 1:50, 16h - 20h, 4 °C) ou com o peptideo Afi4o
conjugado a molécula fluorescente FAM (10 uM, 24h, 4 °C). No caso da analise de P-
AANAT e de p50, ap6s a permeabilizagao as células foram primeiramente incubadas
com solucdo de bloqueio (albumina bovina 1% e glicina 0,3 M em PBS, 1h,
temperatura ambiente) e, em seguida, incubadas com anticorpo primério anti-P-
AANAT (diluicao 1:200, 16h - 20h, 4°C) ou anti-p50 (diluigao 1:100, 16h - 20h, 4°C) e
entdo com o anticorpo secundario anti-coelho conjugado a molécula fluorescente
FITC (diluigdo 1:200, 1h, temperatura ambiente). Apds as incubacdes com os
respectivos anticorpos as células foram lavadas varias vezes, incubadas com DAPI
para coloragdo do nucleo celular (diluigdo 1:3000, 5 min, temperatura ambiente) e as
laminas foram montadas com solucao PBS:glicerol (1:1).

Para a andlise dos receptores de melatonina em células de cultura priméria de
endotélio foi utilizado o mesmo protocolo descrito acima, porém as células nao
foram permeabilizadas com Triton X-100, pois o intuito era detectar os receptores
expostos na membrana plasmatica. Neste caso foram utilizados os anticorpos
primarios anti-MT: (Mel-1A-R; diluicdo 1:100) ou anti-MT> (Mel-1B-R; diluicao
1:100), e o anticorpo secunddrio anti-cabra conjugado a FITC (diluigao 1:100).

A fluorescéncia foi analisada em microscopia confocal (LSM 500, Carl Zeiss,
New York, NY, EUA) em objetiva de imersdao em 6leo com aumento de 40 vezes, ou
com objetiva de imersdao em agua com aumento de 63 vezes, utilizando o laser
argonio (488 nm) para excitacdo de FITC e de FAM (emissao a 521 nm), o laser HeNe

(543 nm) para excitacdo de TRITC (emissao a 560-615 nm) e o laser UV (364 nm) para
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excitacdo de DAPI (emissao a 435-485 nm). Alternativamente, algumas laminas
foram analisadas no microscépio de fluorescéncia (Axion, Carl Zeiss, New York, NY,
EUA), utilizando os mesmo filtros e lasers descritos, com objetiva de aumento de 40
vezes. As imagens foram adquiridas em diferentes campos (3 a 4 por pogo) e todos os
parametros, incluindo abertura do pinhole, velocidade de escaneamento e poténcia do
laser permaneceram os mesmos durante a analise de todo o experimento. A
fluorescéncia foi quantificada somente nos pinealdcitos (diferenciados das células
gliais pela morfologia), utilizando o programa Image]. Os dados quantificados
representam a média da fluorescéncia detectada em cerca de 5 a 7 células por campo,
selecionadas aleatoriamente em 2 a 3 campos por poco, sendo cada tratamento
realizado em duplicatas, em experimentos realizados de duas a trés vezes de

maneira independente.

Extracdo de RNA

O acido ribonucleico (RNA) total foi extraido das glandulas pineais tratadas
com AP0 (0,03 uM, 48h + noradrenalina 100 nM, 5h, para analise dos genes Aanat e
Hiomt; e ABi40 0,1 uM, 2h, para andlise dos genes relacionados a via TLR/NF-kB),
utilizando-se o reagente Trizol, conforme instrugdes do fabricante. Resumidamente,
as glandulas foram homogeneizadas em Trizol e o RNA foi isolado pela adi¢do de
cloroférmio, seguida de centrifugacdo (12000 x g; 15 min; 4°C). O RNA foi
precipitado com isopropranol, submetido a centrifugacdo (12000 x g; 10 min; 4 °C) e,
ap6s remogao do sobrenadante, foi lavado duas vezes com etanol 75% seguido de
centrifugacdo (7500 x g; 5 min; 4 °C). O etanol foi removido e o RNA foi solubilizado
em agua de injecdo estéril (Beker, Brasil). A determinagdo da quantidade de RNA foi

feita no espectrofotometro Nanodrop ND-1000, e a solucao foi tratada com DNase de
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acordo com as instrugdes do fabricante, para remogao de possivel contaminacao com

DNA.

Andlise da expressdo génica por RT-PCR em tempo real

A técnica de reagdo em cadeia da polimerase por transcriptase reversa (RT-
PCR) em tempo real foi realizada para quantificacdo da expressao relativa de RNA
mensageiro (RNAm) das enzimas AA-NAT e HIOMT, bem como da enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), cuja expressdo foi utilizada para
normalizacdo dos dados. Apoés a extracdo, 0,5 a 1 ng de RNA total de cada amostra
foi utilizado para a sintese de c¢DNA (acido desoxirribonucleico - DNA,
complementar) em reacdo catalisada pela enzima transcriptase reversa Superscript
III (200U, Invitrogen), em tampao especifico contendo primers randémicos (50 ng) e
dNTPs (10 mM). A reacdo foi realizada em termociclador (Eppendorf, Hamburog,
Alemanha), nas condigdes indicadas pelo fabricante da enzima. Posteriormente, o
PCR em tempo real foi realizado incubando-se 1 uL de cDNA com primers
especificos para cada gene de interesse (tabela 1), nas concentracdes de 400 nM para
0s primers senso e anti-senso de Aanat e Hiomt, e de 200 nM para Gapdh, em solugao
do reagente SYBR Green, utilizando-se o termociclador iCycler (BioRad). Os
resultados foram calculados pelo método AACt (delta-delta cycle threshold), no qual Ct
refere-se ao numero de ciclos necessarios para a deteccdo do amplicon; o primeiro
delta é a diferenca entre o Ct do gene de interesse e o Ct do gene normalizador (no

caso, o Gapdh), e o segundo delta refere-se a diferenca entre os delta-Ct da amostra
experimental e da média das amostras controle. Assim, através da férmula 2™, os

valores obtidos indicam a magnitude da alteragdo na expressdo génica do grupo

tratado com relagdo ao grupo controle (fold-change). Ao final de todas as reagdes foi
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realizada a curva de dissociagdo (melting curve) para verificar a especificidade da

reacao.

Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados para analise da expressdo génica

Gene Sentido do primer Sequéncia

Aanat Senso 5 - AGCGCGAAGCCTTTATCTCA - &
Antisenso 5 - AAGTGCCGGATCTCATCCAA - ¥

Hiomt Senso 5 - AGCGCCTGCTGTTCATGAG - 3’
Antisenso 5 - GGAAGCGTGAGAGGTCAAAGG -3

Gapdh Senso 5 - TTCTTGTGCAGTGCCAGCC - 3
Antisenso 5 - GTAACCAGGCGTCCGATACG - 3’

Andlise da expressdo génica por matrizes de PCR

As alteracdes na expressao de genes relacionados a via TLR em glandulas
pineais tratadas com o peptideo APi40 (0,1 uM, 2h) com relacdo a glandulas controle
foram avaliadas através de kit comercial de matrizes de PCR (Rat Toll-Like receptor
signaling pathway PCR array, cat. PARN-018; SABioscience, Qiagen; Hilden,
Alemanha). O kit consiste de uma placa de 96 pocos, sendo que cada poco contém
primers especificos para um determinado gene, o que permite a analise simultanea
de diversos genes em uma mesma amostra em um tnico PCR. Foi utilizada uma
matriz composta de 84 genes relacionados a via de sinalizacdo dos receptores TLR, 5
genes de referéncia para normalizacdo dos dados (genes housekeeping), 1 controle
negativo para verificacdo de contaminagdo com DNA gendmico, 3 controles
positivos da reagdo de PCR e 3 controles negativos da enzima transcriptase reversa.
Glandulas pineais dos grupos tratado e controle foram processadas para extragao de
RNA total e sintese de cDNA, seguindo o mesmo protocolo descrito anteriormente.
Em seguida, 200 ng de cDNA de cada amostra foi aplicado em cada poco da placa
(uma placa por amostra), adicionou-se o reagente especifico do kit e a reacdo de PCR
em tempo real foi realizada no termociclador iCycler (BioRad), nas condicdes

indicadas pelo fabricante do kit. Os 84 genes relacionados a via inflamatéria mediada
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por TLRs estdo designados a seguir, agrupado de acordo com suas fungdes (o nome

de algumas proteinas esta designado entre parénteses, nos casos em que o nome da

proteina difere do gene):

10 genes dos receptores TLRs: Cd14, Cd180, Tlr1, Tlr2, Tir3, Tlr4, Tlr5, Tire,
Tlr7, Tlr9;

21 genes da via de sinalizacdo de TLRs: Btk, Hmgbl, Hras, Hspala (HSP70),
Hspdl (HSP60), Ly96 (MD-2), Mal, Map4k4, Mapk8ip3, Myd88, Pelil, Pglyrpl
(PGRP-S), Ripk2, Rnfl138 (TRIF), Sarm1, Tbkl, Ticam2 (TRAM), Tnip2, Tollip,
Tradd, Trafe;

14 genes de moléculas efetoras: Casp8 (FLICE), Cd80, Cd86, Cebpb, Clec4e,
Eif2ak2, Fadd, Irak1, Irak2, Nr2c2, Ppara, Ptgs2 (COX-2), Ube2n, Ube2v1;

10 genes ligados a via NF-xB: Chuk (IKK-a), Ikbkb (IKK-B), Nfkb1 (p50/p105),
Nfkb2 (p52/p100), Nfkbia (IKBa), Nfkbib (IKBg), Nfkbill, Nfrkb, Rel, Rela;

14 genes relacionados a citocinas: Ccl2 (MCP-1), Csf2 (GM-CSF), Csf3 (G-CSF),
Il1a, I11b, 11171, 112, 116, Il67a, 1110, 11124, Lta, Tnf, Tnfrsfla;

9 genes ligados a via de sinalizacdo das MAP quinases: Fos, Jun, Kcnh8
(ELK1), Map2k3 (MEK3), Map2k4 (JNKK1), Map3kl (MEKK), Map3k7 (TAK1),
Mapk8 (JNK1), Mapk9 (JNK2);

6 genes ligados a via de sinalizagao IRF: Cxcl10, Ifnal, Ifnb, Ifng, Irfl, Irf3;

Dentre os cinco genes de referéncia disponiveis (proteinas ribossomais Rplp1

e Rpl13a; enzima fosforibosiltransferase - Hprtl; enzima lactato desidrogenase a -

Ldha; e beta-actina - Actb) foi escolhido o gene Hprt1 para a normalizacao dos dados

pelo método AACt pelo fato deste ter sido o que apresentou menor variagdo em sua

expressdo entre todas as amostras (média + desvio padrao do Ct de todas as

amostras independentemente do tratamento

24,2 + 0,04). Em seguida, cada gene

teve sua expressdo normalizada com relacdo ao grupo controle, de modo que o
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resultado representa a magnitude da alteracdo na expressdo génica do grupo tratado

com relacdo ao grupo controle (fold-change).

Dosagem de TNF

As concentragdes da citocina TNF presentes no meio de cultura de glandulas
pineais tratadas com APi40 (0,1 uM; 2h - 6h) foram determinadas pela técnica de
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay), utilizando-se kits comerciais (cat. 88-
7340, eBioscience, San Diego, EUA), de acordo com as instrucdes do fabricante.

Limite de detecgdo do kit: 16 pg/mL.

Ensaios de ligacdo da melatonina aos seus receptores

Para analisar se os peptideos Af alteram as caracteristicas farmacolégicas dos
receptores de melatonina foram realizados ensaios de ligacdo em células HEK293
transfectadas para expressar de maneira estavel os receptores MT: ou MT> humanos,
e previamente incubadas com APi40 (1 pM, 24h) ou ABi42 (1 uM, 24h) ou ainda com
seus veiculos (grupo controle). Também foram realizadas curvas concentracao-
resposta de AP142 (0,03 uM a 5 uM, 24h) em células HEK293 expressando MTi. Apds
os respectivos tratamentos das células em confluéncia em placas de 24 pocos, as
células foram lavadas, coletadas em PBS e imediatamente utilizadas no ensaio. Nos
ensaios de competicdo, as células foram incubadas (2h, 37°C) com concentracdes
crescentes de melatonina (102 a 10¢ M), na presenca de melatonina marcada
radioativamente com 2] (2-[12]] iodomelatonina, 400 pM). Em seguida, o contetdo
de cada tubo foi rapidamente filtrado por filtros de fibra de vidro GF/F (Whatman,
Clifton, NJ, EUA) e os filtros foram analisados quanto ao contetido de radioatividade
retido em contador gama LB2111 (Berthold Technologies; Bad Wildbad, Alemanha).

Os valores de ICsy obtidos foram transformados em K; pela equagcdao de Cheng-
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Prussof: Ki= ICs0/[1 + (L/K4)]. Em todos os ensaios a ligacdo especifica foi definida
pela ligacao deslocada por 10 uM de melatonina e os resultados foram normalizados
pela quantidade de proteina presente no pool de células para compensar eventuais

diferencas no namero de células entre os grupos.

Ensaio de ativagdo da via de sinalizacdo da ERK 1/2

Células HEK293 transfectadas para expressar de maneira estavel os
receptores MT:1 ou MT. humanos, ou células primarias endoteliais de ratos
expressando MTRs endogenamente, foram cultivadas em placas de 24 pocos e
incubadas com A4 (1 pM, 18h) ou AP142 (1 uM, 18h) ou ainda com seus respectivos
veiculos (grupo controle). As células, mantidas em meio DMEM sem soro fetal
bovino durante a incubagdo, foram entdo estimuladas com 2-iodomelatonina (100
nM, 2 a 20 min) ou com isoproterenol (100 nM, 2 a 20 min). Optamos pelo uso de 2-
iodomelatonina neste ensaio pelo fato desta molécula nao atravessar a membrana
plasmatica, ao contrario da melatonina, de modo a ativar exclusivamente os
receptores expostos na membrana. Ao final deste periodo, as células foram
rapidamente lavadas com PBS (acrescido de ortovanadato de s6dio 0,1 mM) e
imediatamente lisadas com tampao de amostra Laemmli 2x (Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8
125 mM, glicerol 20%, SDS 10%, DTT 100 mM, azul de bromofenol 0,004%). Os
lisados foram coletados e imediatamente processados para andlise do contetido de

ERK 1/2 fosforilada (P-ERK) e ERK1/2 total por Western blot.

Andlise proteica por Western blot

A andlise das proteinas ERK 1/2 total e P-ERK1/2 foi realizada através de
técnica de western blot por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato
de sédio (SDS-PAGE), previamente descrito por Laemmli (1970). Os lisados celulares

obtidos tanto de células HEK293 quanto de células endoteliais, conforme descrito na
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se¢do anterior, foram analisados em gel de poliacrilamida, sendo o gel de resolucdo
feito a 12% de acrilamida e bisacrilamida (37,5:1) e o gel de concentracdo (ou
empilhamento) a 4,5%. O gel foi montado em aparato de eletroforese vertical (Bio-
Rad; Richmond, CA, EUA). Antes de aplicadas ao gel, as amostras foram sonicadas e
fervidas (95°C, 5 min). As proteinas migraram sob voltagem de 80 mV durante a
passagem pelo gel de concentracdo, e de 100 mV no gel de resolucdo, em tampao de
corrida (Tris-Glicina 1x, SDS 0,1%) Ao final da corrida, o gel foi retirado e exposto a
membrana de nitrocelulose no aparato de transferéncia semi-seca (10 V, 30 min; Bio-
Rad). Tanto o gel quanto a membrana e os papéis de filtro foram previamente
equilibrados em tampao de transferéncia (Tris-Glicina 1x, metanol 20%). A eficiéncia
da transferéncia foi verificada logo em seguida por coloragdo das proteinas na
membrana com solucdo Ponceau (5 min, sob agitacdo). Ap6és uma sequéncia de
lavagens da membrana em solugdes Tris-NaCl (TBS 1x) e TBST 1x (TBS 1x acrescido
de Tween 20 0,1%), foi feita incubagdo em solucdo de bloqueio (leite desnatado 5%
em TBST 1x; 1h temperatura ambiente, sob agitacdo). As membranas foram entdo
incubadas com os anticorpos primérios anti-P-ERK e anti-ERK (dilui¢des 1:1000 e
1:3000, respectivamente; 18h, 4°C). Apds sequéncia de lavagens (TBST 1x) as
membranas foram incubadas com anticorpos secunddrios anti-coelho e anti-
camundongo, conjugados as moléculas fluorescentes (diluicdo 1:15000, 45min,
temperatura ambiente; LI-COR Bioscience; Nebraska, EUA). Por fim, as membranas
foram submetidas a nova série de lavagens e a leitura da fluorescéncia foi realizada
no aparelho Odyssey (LI-COR). As imagens obtidas foram quantificadas utilizando-

se o programa Image].
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Ensaios de BRET

A técnica de transferéncia de energia bioluminescente por ressonancia (BRET,
do inglés Bioluminescence Resonance Energy Transfer) foi utilizada para verificar os
efeitos dos peptideos AP sobre a conformacdo e interacdo dos receptores de
melatonina na formacdo de homo- ou heterodimeros entre si. Esta técnica é
altamente sensivel para a deteccdo de interagdes proteina-proteina em células vivas e
baseia-se no uso de moléculas doadoras e aceptoras de energia, cada qual conjugada
a um dos componentes do dimero que se pretende investigar. Assim, um dos
receptores é conjugado a enzima luciferase RLuc (doadora de energia) e o outro
receptor é conjugado a molécula fluorescente YFP (aceptora de energia) e ambos sdao
transfectados nas células. A adicdo do substrato da enzima luciferase
(coelenterazina) gera bioluminescéncia, cujo comprimento de onda pode excitar a
molécula YFP por transferéncia de energia por ressondncia, resultando em emissao
de fluorescéncia, desde que RLuc e YFP estejam préximas o suficiente (a uma
distancia de até 10 nm). O principio desta técnica estd esquematizado na figura 5 a
seguir.

No presente estudo, células HEK293 em confluéncia em placas de 6 pogos
foram transfectadas para expressar de maneira transiente proteinas recombinantes
dos receptores MT; ou MT», conjugados as moléculas RLuc ou YFP, nas seguintes
configuragdes: MT1-RLuc sozinho; MT>-RLuc sozinho; MTi-RLuc/MT:-YFP; MT»-
RLuc/MT2-YFP; ou MTi-RLuc/MT2-YFP. Os plasmideos pcDNA3 contendo a
sequéncia codificante para essas proteinas foram previamente estabelecidos pelo
grupo (Ayoub et al., 2002) e as transfec¢des foram realizadas com o reagente JetPEI,
de acordo com as instrucdes do fabricante. No dia seguinte a transfeccao, as células
foram transferidas para placas de 96 pogos branca previamente tratadas com poli-L-

lisina para aderéncia celular (Optiplate; Perkin Elmer; Boston, MA, EUA), e
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incubadas com Af1.40 (1 pM, 24h) ou ABi42 (1 uM, 24h). Apés a incubagdo, o meio de
cultura foi retirado e os pogos lavados e preenchidos com PBS. A coelenterazina foi
adicionada (concentragdo final de 5 uM) e a placa foi incubada por 15 min. a
temperatura ambiente, protegida da luz. Em seguida, as leituras foram realizadas em
um lumino/fluorimetro (Mithras, Berthold Technologies; Bad Wildbad, Alemanha)
que faz a analise integrada da luminescéncia detectada com os filtros para RLuc (475

- 495 nm) e para YFP (517 - 543 nm).

Receptor A Receptor B

Dimerizacio

Fluorescéncia
oo 3y BRET (530 nm)
Luz azul emitida Luz azul emitida

(480 nm) (480 nm)

co)2 Vv?

Luminescéncia
Luminescéncia

f

480 530 480 530
comprimento de onda (nm) comprimento de onda (nm)

Figura 5 - Esquema demonstrativo do principio da técnica de BRET. A formacdo de
dimeros entre os receptores A e B é avaliada através de células expressando proteinas
recombinantes do receptor A acoplado a enzima Renilla luciferase (RLuc) e do receptor B
acoplado a proteina fluorescente YFP (yellow fluorescent protein). Ap6s adigdo do substrato da
enzima RLuc, a coelenterazina, hd emissdo de luminescéncia no comprimento de onda de 480
nm. Caso ndo haja intereagdo entre os dois receptores, YFP ndo sera excitada e, portanto, o
anico sinal registrado sera o de RLuc (lado esquerdo - sem dimerizacdo). Caso haja interacao
entre os dois receptores, a proximidade entre as proteinas RLuc e YFP é menor do que 10 nm
e, portanto, a emissao gerada por RLuc excita a molécula YFP, cujo sinal é emitido em outro
comprimento de onda (530 nm). Dessa forma, a deteccdo de sinal emitido por YFP indica a
formagado de dimeros (lado direito - dimerizagdo); (modificado de Bacart et al., 2008 e de

Jockers et al., 2008).
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A propensao a formacdo de dimeros entre esses diferentes pares foi analisada
através de curvas de saturagdo, em que as células foram transfectadas com
quantidade fixa de RLuc e quantidades crescentes de YFP (Mercier et al., 2002;
Couturier & Jockers, 2003). Os valores obtidos pela razdo entre o sinal YFP emitido e
o sinal RLuc x 1000 correspondem ao sinal BRET e os dados foram expressos como
porcentagem de BRETmax (sinal maximo de BRET obtido para determinado par de
receptores), enquanto que o eixo X é dado pela razdo YFP total / RLuc. Através das
curvas de saturacdo pode-se aferir o valor de BRETs, referente a concentracao de
molécula aceptora capaz de gerar 50% do sinal BRETmax, 0 que reflete a afinidade
relativa entre os pares, indicando portanto a propensdo relativa a formacao dos

dimeros (Mercier et al., 2002).

Andlises estatisticas dos resultados

Os dados estao apresentados como média + erro padrao da média (e.p.m.) e
as andlises estatisticas foram feitas por teste t de Student, quando comparados dois
grupos independentes; ou por anélise de varidncia (ANOVA) de uma via seguida do
teste de Newman-Keuls, quando todos os grupos foram comparados entre si, ou do
teste de Dunnett, quando todos os grupos foram comparados ao grupo controle; ou
ainda por anédlise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida do teste de Tukey. Os
grupos foram considerados significativamente diferentes quando a probabilidade de
erro foi menor que 5% (p < 0,05). O programa computacional utilizado para essas
andlises foi o GraphPad Prism® versao 5.00 (GraphPad Software, La Jolla California

EUA; www.graphpad.com).
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1. Efeito do peptideo AP sobre a produgao de melatonina pela glandula pineal
Para avaliar se o peptideo A é capaz de atuar diretamente sobre a glandula
pineal e modular a sintese de melatonina, foram realizados experimentos in vitro nos
quais as pineais foram mantidas em cultura na presenca ou auséncia dos peptideos
AB140 e APra. O peptideo APis (0,03 uM) inibe com o mesmo perfil (ndo ha
diferenca na inclinacdo das retas obtidas por regressao linear, de acordo com teste de
ANOVA de retas paralelas) tanto a sintese de melatonina quanto de sua molécula
precursora, a N-acetilserotonina, induzida por noradrenalina (100 nM, 5h) (fig. 6A-
B). O peptideo APi14 (1 uM) também inibe a sintese de melatonina de maneira
tempo-dependente (fig. 6C), mas a magnitude de inibicdo nas condigdes testadas foi
menor do que a observada com Af1.40 sugerindo, portanto, um efeito mais lento do
que Af1.42. Com base neste primeiro resultado, priorizamos o uso de peptideo Api.40
nos experimentos subsequentes a respeito do efeito de AP sobre a glandula pineal.
Pelo fato de AP apresentar o mesmo padrao de inibicdo sobre a produgao de
NAS e de melatonina, deduz-se que o ponto de inibicdo na cascata biossintética da
producdo hormonal localiza-se previamente a formacdo de NAS. A conversdo de
serotonina em NAS pela enzima AA-NAT é uma etapa chave na regulacdo da
producdo de melatonina e foi previamente demonstrado que a inibigdo da sintese de
melatonina pelo TNF ocorre via inibicdo da expressao de AA-NAT (Fernandes et al.,
2006). Desta forma, na etapa seguinte avaliamos a capacidade de AP em inibir a

expressao do gene Aanat.
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Figura 6 - Peptideos f-amiloide (AB140 e AB142) inibem a cascata biossintética hormonal de
glandulas pineais em cultura. Glandulas pineais cultivadas por 72 horas foram tratadas com
veiculo (linha horizontal designada como 100%) ou com os peptideos Afi4o ou A1 e
estimuladas com noradrenalina (100 nM) nas 5 horas finais de cultura. Api40 (0,03 pM) inibe a
producao de N-acetilserotonina (A) e de melatonina (B) de maneira tempo-dependente. C) A
producado de melatonina é inibida de maneira tempo-dependente por Afi.e (1 pM). Dados
foram normalizados pela média do grupo controle e estdo apresentados como média + e.p.m.;

n =4 -10 glandulas por grupo experimental.

A expressao do gene que codifica AA-NAT foi reduzida em cerca de 40% em
pineais incubadas com Afi40 (0,03 uM, 48h; noradrenalina 100 nM, 5h) quando
comparadas a expressdo em glandulas incubadas com veiculo (fig. 7A); enquanto
que a expressdo do gene que codifica a enzima HIOMT néao foi afetada (expressao
relativa ao controle: 1,16 + 0,1; n= 4). Os niveis proteicos de AA-NAT ativada, ou
seja, fosforilada (P-AANAT) por estimulo noradrenérgico (100 nM, 30 min), foram
analisados em pinealécitos dispersos incubados com Afi4 (0,03 uM, 15 min) ou
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N

AfB14 (1 uM, 15 min), previamente a adicdo de noradrenalina. A expressao de P-
AANAT, detectada por imunofluorescéncia, foi reduzida tanto por Afi4 quanto por

AP142 (fig. 7B-C).
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Figura 7 - Peptideo AP inibe a expressdo génica e ativacio de AA-NAT. A) Expressdo
relativa de RNAm de Aanat, induzida por noradrenalina (100 nM, 5h) em glandulas pineais
tratadas com Api4o (0,03 uM, 48h) ou veiculo (controle). Expressdo relativa & expressdao no
grupo controle e normalizada pela expressdo de Gapdh; * p < 0,05, por teste ¢ de Student; n =
4. B) Expressao proteica de AA-NAT fosforilada (P-AANAT), induzida por noradrenalina
(100 nM, 30 min), em pinealécitos dispersos incubados com veiculo (controle) ou com os
peptideos AP140 (0,03 pM, 15 min) ou AP142(1 uM, 15 min); * p < 0.05 com relacdo ao grupo
controle, teste ¢ de Student. C) Imagem representativa da deteccao de P-AANAT (em verde)
por microscopia de fluorescéncia nos diferentes grupos (controle, Afi.40, AP1-42); 0 nicleo das

células foi corado com DAPI (azul); barra de escala: 10 um.
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2. Ativacao da via NF-x B pelo peptideo AP em glindulas pineais

Conforme mencionado na introducdo, o fator de transcricdo NF-xB é um
importante modulador da sintese de melatonina pela glandula pineal (da Silveira
Cruz-Machado et al., 2010; Carvalho-Sousa et al., 2011). Dessa forma, avaliamos a
capacidade de Af em ativar a via do fator de transcricio NF-kB em glandulas pineais
de ratos em cultura. Através dos ensaios de gel-shift detectamos que Afi.40 ativa
rapidamente a via do NF-kB, induzindo a translocacdo nuclear de suas subunidades
(fig. 8). Concentragdes crescentes do peptideo (0,03, 0,1 e 1 uM) apresentam o mesmo
efeito maximo quanto ao contetdo nuclear de NF-kB, mas diferem quanto a
velocidade de ativacdo da via. Enquanto o pico de ativacao ocorre aos 15 minutos de
incubacdo com Afi.4 nas concentracdes mais baixas, a maior concentracao utilizada

(1 uM) ja induz translocacdo nuclear de NF-xB ap6s 5 minutos de incubacéo (fig. 8).

2501
2 g
23 00 . AB 0,03 uM ABO,1 uM
i £ 0 ()15min| 0 (-)15min
28 150 E
&3
g's\i 1004
]
o

0515 0 515 0 515 min
AB0,03uM AB 0,1 uM AB 1 uM

Figura 8 - Peptideo Afi.4 induz a translocacdo nuclear de NF-kB em pineais em cultura. A)
Quantificacdo de NF-xB nuclear em glandulas pineais cultivadas por 48 horas e incubadas
com veiculo (0 min, barras brancas) ou com o peptideo A140 (0,03, 0,1 ou 1 pM; 5 ou 15 min;
barras cinzas). Dados foram normalizados pela média do grupo controle; n = 4-9 glandulas
por grupo experimental; * p < 0,05 vs respectivos grupos controle, ANOVA. B) Imagem
representativa da andlise de NF-kB nuclear por gel-shift, demonstrando a translocagdo nuclear

méxima de NF-«B em cada grupo experimental; (-) = controle negativo, sem extrato proteico.
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Para confirmar o envolvimento do fator de transcricio NF-kB no efeito
inibitério de AP sobre a producdao de melatonina, foi utilizado um bloqueador da
interacdo de NF-kB com os sitios kB presentes em seus genes-alvo - o PDTC
(pirrolidinaditiocarbamato). Nestes experimentos as glandulas foram incubadas com
PDTC (25 uM) por 48 horas e com o peptideo AP (0,03 uM), adicionado nas dltimas
24 horas. As glandulas de todos os grupos foram estimuladas com noradrenalina
(100 nM) nas 5 horas finais da cultura para indugdo da sintese de melatonina.
Podemos observar na figura 9 que a presenca de PDTC bloqueia o efeito inibitério de

AP140 sobre a sintese de NAS e melatonina (fig. 9A-B).
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Figura 9 - Inibicao da producao hormonal da pineal pelo peptideo ABi4 é dependente da
via do fator de transcri¢do NF-kB. Glandulas pineais cultivadas por 48 horas foram tratadas
com veiculo (controle; barras brancas) ou com Af140 (0,1 uM, 24h; barras cinzas), na presenga
(barras hachuradas) ou auséncia do inibidor da via NF-«xB (PDTC, 25 uM, 48h). PDTC impede
o efeito inibitério de AP tanto sobre a producdo de N-acetilserotonina (A) quanto de
melatonina (B), induzidas por noradrenalina (100 nM, 5h). Dados foram normalizados pela
média do grupo controle; n = 4-8 glandulas por grupo; * p < 0,05 vs grupo controle e # p <

0,05 vs grupo AB+PDTC.

A caracterizagdo das subunidades envolvidas na ativacdo de NF-xB induzida

por AP foi realizada através da técnica de super-shift, na qual anticorpos especificos
de cada subunidade sdo incubados com os extratos proteicos nucleares. Os

anticorpos para p50, RelA e, em menor extensdo, c-Rel, sdo eficazes em retardar a
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migracdo dos complexos de NF-kB-DNA, diminuindo a intensidade das bandas
observadas na auséncia de anticorpos (fig. 10). Este perfil de resposta indica que os
complexos contém as proteinas aos quais os anticorpos se ligaram. Esse resultado foi
observado em ambos os grupos, controle e tratado com Ai1.49, sendo que, no grupo
tratado, os niveis de NF-kB nuclear estdo nitidamente aumentados, confirmando os
resultados anteriores. Devido & posicao das bandas que sofreram deslocamento em
relacdo as amostras sem anticorpo [fig. 10, (-)] é possivel concluir que a primeira
banda observada no gel compreende na verdade dois complexos muito préximos
entre si (Cl e C2), correspondentes aos dimeros p50/p50 e p50/RelA,
respectivamente. Isso torna-se evidente ao utilizarmos simultaneamente os
anticorpos contra p50 e RelA, o que acarreta em remocao total dos complexos C1 e
C2 (fig. 10, p50 + RelA). O terceiro complexo observado (C3) foi considerado nao-

especifico (N.E.) devido ao fato de ndo ser alterado na presenca de nenhum

anticorpo.
Controle AB 140
xQ\e\P \ ) xq‘e\P \
() 950 Q&\PQ‘QQ Q‘D’L CR\Q Q\e\ g(.\% C)$ () 9‘30 Q\e\PQﬁg Q‘)’L CR\?’ Q\e\%%c\%
C1 - p50-p50
C2 - p50-Rel A
C3 - N.E.

Figura 10 - Peptideo APi40 induz a translocacdo nuclear dos dimeros de NF-«xB p50/p50 e
p50/RelA em pineais em cultura. Gel representativo do ensaio de super-shift, no qual os
extratos nucleares de pineais incubadas com veiculo (Controle) ou ABi.40 (1 pM, 5 min) foram
analisados na presenca de anticorpos contra as subunidades de NF-kB p50, RelA, p52, c-Rel,
Rel B e Bcl 3. O complexo C1 é constituido, predominantemente, por dimeros p50/p50; C2
por dimeros p50/RelA, e C3 nio foi alterado por nenhum anticorpo, sendo considerado uma
ligacdo nao especifica a sonda de NF-xB (N.E.). Em glandulas tratadas com AP ha uma maior
translocagdo nuclear de NF-kB, sem alteracdo nas subunidades que compdem os complexos.

(-) = auséncia de anticorpo; C.N. = controle negativo (auséncia de extrato proteico).
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Conforme descrito na introdugao, as subunidades p50 e RelA diferem entre si
quanto a presenca do dominio TAD, sendo que homodimeros de p50 atuam como
repressores da expressdao génica (Hayden & Ghosh, 2008). A observagao de que AP140
exerce efeito inibitério sobre a expressdo de AA-NAT e a produgdo de melatonina
sugere que este peptideo induz a translocacdo nuclear da subunidade p50 nas células
neuroenddcrinas da pineal. Como as andlises anteriores por gel-shift foram realizadas
em glandulas inteiras, que sdo compostas nao s6 por pinealdcitos mas também por
células da glia, utilizamos a cultura de pinealécitos dispersos para confirmar essa
expectativa.

Através da técnica de imunofluorescéncia constatamos que, de fato, APi4o
induz a translocacdo nuclear da subunidade p50 nas células neuroendécrinas da
pineal, os pinealdcitos (fig. 11). O resultado obtido incubando-se a cultura de
pinealdcitos dispersos com concentracdes crescentes de Afi4 e por tempos de
incubagdo diferentes foi semelhante ao observado previamente no gel-shift (fig. 8). A
localizacdo nuclear de p50 induzida por Afi4 a 0,01 uM so6 foi observada apés 30
minutos da adicdo de AP (fig. 11A), enquanto que nas concentra¢des intermediarias
de 0,03, 0,1 e 0,3 uM o pico de translocagdo ocorreu aos 15 minutos (fig. 11B-D). Ja a
concentracdo de 1 uM foi a tinica que resultou na presenca de p50 no nucleo aos 5
minutos de incubagdo (fig. 11E). Concluimos, portanto, que de fato o peptideo Api.40
atua nos pinealdcitos e induz a translocagdo nuclear da subunidade repressora de

transcricdo génica - p50.
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A) ABy4 0,01 M

B) AB1.40 0,03 UM

C) ABi4 0,1 pM

D) ABj.40 0,3 UM

5 min 4

E) AB14o 1 UM

Figura 11 - Peptideo Api.40 induz translocagdo nuclear de p50 em pinealdcitos. Microscopia
de fluorescéncia mostrando o perfil de translocacao nuclear da subunidade de NF-«kB p50 (em
verde) em pinealdcitos incubados com Afigde 0,01 a 1 pM (A-E), por 5 a 30 minutos (da
esquerda para a direita). Cabecas de setas indicam a presenca de p50 no compartimento
citoplasmaético e as setas indicam a localiza¢do nuclear de p50. O ntcleo dos pinealdcitos foi

marcado com DAPI (em azul); barra de escala: 10 um.
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3. Peptideo AP induz resposta inflamatoria mediada pela via TLR/NF-kxB em
glindulas pineais

Tendo em vista que AP ativa a via NF-kB na pineal e que uma grande
variedade de genes sdo regulados por este fator de transcricdo, buscamos avaliar
quais os efeitos de A sobre a expressdo génica na glandula pineal. Com o intuito de
fazer uma analise mais ampla, investigamos as alteracbes na expressdo génica
induzidas por A4 utilizando matrizes de PCR em tempo real (PCR array), o que
permite a detecgdo simultinea da expressdo de diversos genes em uma mesma
amostra. Foi utilizada uma matriz que permite a andlise de 84 genes relacionados a
via dos receptores TLR, visto que a interagdo entre AP e o receptor TLR4 ja foi
previamente demonstrada (Walter et al., 2007), assim como a presenca deste receptor
na pineal (da Silveira Cruz-Machado et al., 2010). Dos 84 genes analisados (descritos
na secdo Material e Métodos), 55 tiveram sua expressao afetada pelo peptideo APi40
(0,1 uM, 2h), sendo que a expressdo de 52 genes aumentou e a de 3 genes diminuiu
(fig. 12A). Dentre todos os genes analisados, somente ndo estdo apresentados nos
graficos da figura 12 o resultado de seis genes (I/1b, MAP quinases Map2k3, Map2k4,
Map3kl e Map4k4, e da enzima Ube2n - ubiquitin-conjugating enzyme E2N), pois os
resultados apresentaram grande variagdo entre as amostras.

E interessante notar que todos os genes pertencentes a familia dos receptores
TLR tiveram sua expressdo aumentada pelo peptideo Afi14o (fig. 12B). A expressao
do receptor TLR-5 é a que apresenta maior aumento, porém, isso se deve ao fato de
que este é o tnico receptor dentre os TLRs que ndo apresenta niveis basais de
expressdo na glandula pineal, de modo que para os demais a diferenca com relacdo

ao grupo controle é menor por ja existir uma expressao basal.
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Figura 12 - Peptideo Afi4 modula a transcricio de genes associados a via dos receptores
do tipo Toll (TLRs) em pineais em cultura. Expressdo relativa de RNAm detectada por RT-
PCR em tempo real em glandulas pineais cultivadas por 48 horas e tratadas com veiculo ou
com AP (0,1 uM, 2h). O gene Hprt1 foi utilizado como normalizador interno e a expressao
de cada gene foi quantificada com relacdo a expressdao no grupo controle (basal, linha
horizontal tracejada); n = 3 por grupo; * p < 0,05; ** p < 0,005; *** p < 0,0005 com relacdao ao
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basal, teste ¢ de Student. A) Dos 84 genes analisados, APi140 aumentou a expressao da grande
maioria (52), inibiu a expressdo de trés genes, e ndo alterou a expressao dos demais 29 genes.
B-F) A expressdo relativa dos genes analisados em pineais tratadas com Afi4 estd
apresentada por grupos funcionais (vide texto). H) Esquema das vias de sinalizagdo ativadas
pela interacao AB/TLR, destacando em verde as moléculas que tiveram sua expressao

aumentada nas pineais tratadas com APi.40.

A ativacdo dos TLRs é transduzida intracelularmente por duas vias de
sinalizagdo: uma dependente (via cldssica) da proteina de ancoragem MYD88 (do
inglés, myeloid differentiation factor 88), e uma MYD88-independente (revisto por
Jeong & Lee, 2011). Esse recrutamento inicial ocorre através do dominio TIR, e pode
incluir outras proteinas adaptadoras além da MYDSS, tais como TIRAP (TIR-domain-
containing adaptor protein, ou “mal” - myd88-adapter like), TRIF (TIR domain-containing
adaptor inducing IFNf, ou TICAM 1, codificado pelo gene Rnf138), TRAM (TRIF-
related adaptor molecule, ou TICAM 2) e SARM (sterile a and HEAT-Armadillo motifs-
containing protein). No presente estudo, observamos que tanto o gene Myd88 quanto o
Ticam 2 (TRAM) tiveram sua expressdo significativamente aumentada nas glandulas
tratadas com APi4o (fig. 12C-D), o que pode indicar que ambas as vias - MYD88-
dependente e TRIF-dependente - possam estar ativadas na pineal na presenca de
AP140. Embora a expressdao do gene que codifica TRIF (RnfI38) ndo tenha sido
alterada por APi40, 0 aumento na transcricdo de outros genes associados a via TRIF-
dependente, como Tradd (tumor necrosis factor receptor type 1-associated DEATH domain
protein) e Ripk 2 (receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 2), reforga essa
sugestdo do envolvimento de ambas as vias de sinalizagdo. O gene Ripk2, assim como
o Tbk 1 (TANK-binding kinase), codificam enzimas serina/treonina quinases que
participam da ativacdo de NF-kB (Pomerantz & Baltimore, 1999). Peli 1 codifica uma
enzima ubiquitina ligase que participa da sinalizagdo por ambas as vias e sua
expressao também foi aumentada por A1 (fig. 12C-D).
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Pineais incubadas com Af1.4 apresentaram maior expressao de Hmgb 1 (high-
mobility group B1) e Pglyrp 1 (peptidoglycan recognition protein 1) (fig. 12C). Ambas sdo
proteinas que interagem extracelularmente com os TLRs, podendo também ser
caracterizadas como efetoras, pois a liberagdo dessas moléculas e consequente
ativacao de TLR potencia a resposta inflamatoéria inicial (Maroso et al., 2010; Mittal et
al., 2010). Dentre as vias de sinalizacdo alteradas por APi4 estd a via das MAP
quinases (mitogen-activated protein kinase), pois foi detectado aumento na expressao
génica das quinases pertencentes a familia c-Jun N-terminal (JNK), mais
especificamente das MAPK 8 e 9 e da proteina que interage com a MAPKS
(Mapk8ip3) (fig. 12D). Os genes que codificam os fatores de transcrigdo c-JUN, IRF 1
e IRF 3 também estdo mais expressos nas glandula tratadas com A1 (fig 12D). C-
JUN atua sob a forma de dimero com c-FOS, formando o fator de transcricio AP-1
(proteina ativadora 1), que regula diversos processos fisiol6gicos (Raivich & Behrens,
2006). Os fatores de transcricdo IRF-1 e IRF-3, por sua vez, também participam da
resposta imune inata, assim como o NF-kB, e sdo mediadores da sinalizagdo do IFN-y
(Taniguchi et al., 2001).

Com relagao aos genes da via do NF-xB, a grande maioria teve sua expressao
aumentada por A4 na pineal (fig. 12E). Com excegdo de RelA, todos os genes das
demais subunidades de NF-xB avaliadas tiveram sua expressdo aumentada pelo
tratamento com Afi.4, principalmente p50 (Nfkb1). Vale ressaltar que as subunidades
p50 e RelA de NF-kB sao expressas constitutivamente na pineal em cultura, e que a
ativacdo da via envolve a translocacdo ao ntucleo de proteinas ja sintetizadas e,
portanto, ndo depende necessariamente de neo-sintese proteica. Isso é evidenciado
pelo fato de detectarmos RelA no nucleo de pineais estimuladas com A1 (fig. 10),
mesmo que sua expressdo génica nao tenha sido alterada nas condicdes testadas

neste experimento. As proteinas inibitérias IxBo (Nfkbia), IxBp (Nfkbib) e NFKBIL 1
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(NF-kB inhibitor-like 1, Nfkbill) tiveram sua expressao génica aumentada por Afi4o e
sdo reguladas pelo proprio NF-kB, compreendendo uma retroalimentacao negativa
sobre a via (Hayden & Ghosh, 2008). NFRKB e as IRAKs 1 e 2, que também
apresentaram expressdo génica aumentada (fig. 12E), sdo enzimas quinases
relacionadas a ativagdo de NF-kB.

O conjunto de moléculas classificadas como efetoras também apresentaram
aumento significativo em suas expressdes génicas nas pineais tratadas com APi4o
(fig. 12F). Dentre essas moléculas estdo dois receptores nucleares: i. o receptor
nuclear 6rfio membro 2 da subfamilia 2, grupo C (Nr2c2), que codifica a proteina
também conhecida como TR4 (testicular receptor 4) e que atua como fator de
transcricdo na regulacdo de diversas fungdes fisiolégicas tanto no sistema nervoso
central quanto nos 6rgaos periféricos (Liu et al.,, 2011); ii. o PPARa (peroxisome
proliferator activated receptor alpha), fator de transcricao relacionado a vias metabodlicas
e que também participa de respostas inflamatorias, contrabalanceando a ativacao de
NF-«B (Ramanan et al., 2008; Kauppinen et al., 2013). Outros efetores de maior
expressao nas glandulas tratadas com Afi4 incluem a protease caspase 8,
classicamente envolvida na via de apoptose, embora também tenha funcdo nao-
apoptoética e participe da sinalizagdo do NF-kB (Lemmers et al., 2007), e a enzima
ciclooxigenase 2 (COX-2, gene Ptgs2), que metaboliza o &cido araquidonico em
prostaglandina, importante modulador da resposta imune (Kalinski, 2012).

Dentre todos os genes analisados, o tratamento com Afi4 diminuiu a
expressdao somente de 3 genes, sendo eles: os que codificam as proteinas de choque
térmico (heat-shock proteins) D1 e Ala, e o gene da enzima UBE2vl (ubiquitin-
conjugating enzyme E2 variant 1), envolvida na sinaliza¢ao por ubiquitinacdo (fig. 12C
e 12F). Houve aumento na transcricio génica de moléculas co-estimulatérias de
células T - CD80 e CD86 - provavelmente na populagdo de células gliais presente na
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glandula. Essas células provavelmente contribuiram também para a deteccdo do
aumento na expressdo das quimiocinas de motivo C-X-C (Cxcl 10) e motivo C-C (Ccl
2), que atuam na atragdo de linfécitos T, mondcitos e células NK (Robertson, 2002;
Adler & Rogers, 2005).

As citocinas também compdem um dos principais grupos de genes-alvos da
regulacdo por NF-xB e, no caso da pineal, podemos observar que praticamente todas
as citocinas avaliadas tém sua expressao aumentada pelo peptideo Afi.4, incluindo
os genes das citocinas pré-inflamatorias LTa (lymphotoxin alpha), das interleucinas IL-
la, IL-2, IL-6, IL-12a. e o IFN-y (fig. 12G), bem como dos genes de seus receptores
(TNFR, IL-1R e IL-6R). A citocina anti-inflamatéria IL-10, que controla e limita a
resposta inflamatéria, também teve sua expressao aumentada nas glandulas tratadas
com Apfi4, assim como o gene Csf 3 (granulocyte colony stimulating factor), que
codifica a proteina G-CSF e cujo papel como anti-inflamatdria ja foi demonstrado
(Jeon et al., 2011). Por fim, a figura 12H apresenta um esquema exemplificando as
vias intracelulares desencadeadas pela ativacdo de TLR, destacando na cor verde
algumas das moléculas cuja expressao génica foi aumentada em pineais tratadas com
ApB140. Os resultados obtidos nesta etapa indicam, portanto, que Afi.4 induz cascatas
de sinalizagdo intracelulares na glandula pineal relacionadas as vias TLR/NF-«xB que
resultam na transcricio génica de diversas moléculas mediadoras de resposta
inflamatoria.

O fato de a citocina TNF ndo apresentar um aumento estatisticamente
significativo em sua transcrigdo génica nas glandula estimuladas com Af140 pode ser
devido ao tempo de incubacao utilizado, de 2 horas, tempo este em que o RNAm ja
pode estar em fase de degradacdao, uma vez em que TNF é uma das primeiras
citocinas a serem produzidas ap6s ativacao da via NF-kB. A mesma hip6tese pode

ser aplicada para explicar a grande variacdo obtida na expressdo de IL-18, que
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também é uma das primeiras moléculas sintetizadas na resposta inflamatoéria. Para
confirmar esta hipétese quanto ao TNF e corroborar a nivel proteico a existéncia de
uma resposta inflamatéria em glandulas pineais tratadas com Afi4o, foi feita a
dosagem de TNF no meio de cultura de pineais incubadas por 2 a 6 horas com Afi.40
(0,1 uM) e também a analise da expressio da enzima inflamatéria iNOS em
pinealdcitos tratados com A4 (0,1 uM, 1h). Glandulas pineais incubadas com A0
secretam a citocina TNF, cujo contedtdo maximo é detectado apés 2 horas de

incubacdo, sendo seguido de um declinio e um novo pico apods 6 horas (fig. 13A).
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Figura 13 - Peptideo Afi40 aumenta a expressao de TNF e iNOS em glandulas pineais e em
A) Contéudo de TNF presente no meio de cultura de

pinealécitos, respectivamente.

glandulas pineais tratadas com Afi4 (0,1 uM; 2 - 6h) ou com veiculo (tempo 0); n = 4
glandulas por grupo experimental; * p < 0,05 comparado ao controle, ANOVA. B)
Quantificagdo da expressdo da enzima iNOS detectada por imunofluorescéncia em
pinealdcitos tratados com APi4 (0,1 uM; 1h) ou veiculo (controle); * p < 0,05, teste f de
Student. C) Imagens de microscopia confocal representativas de cada grupo, em campo claro
(a esquerda) e na auséncia de luz branca (a direita), mostrando a expressdao de iNOS por

imunorreatividade. Barra de escala: 10 um.
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A producao de TNF segue, portanto, o mesmo padrdo oscilatério descrito
para o NF-xB (Nelson et al., 2004). A deteccdo de aumento induzido por APi4 na
expressdo proteica da enzima iNOS por imunofluorescéncia em pinealdcitos
dispersos nao s6 confirmou que A induz uma resposta inflamatéria na pineal, como
também revelou que esta resposta ndo é exclusiva das células gliais, ocorrendo
também nos pinealdcitos (fig. 13B-C)

Por fim, o uso de peptideo Af1.4 conjugado a uma molécula fluorescente (Af-
FAM) possibilitou a visualizagdo da interagdo entre AP e as células da pineal, em
cultura de pinealdcitos dispersos. Curiosamente, observamos que essa interacao é

mais frequente entre Af e pinealdcitos do que AP e astrécitos, presentes na mesma

cultura e diferenciados morfologicamente (fig. 14).

Figura 14 - Interacdo entre peptideos f-amiloide (Af) e pinealdcitos. Imagem representativa
de microscopia confocal de pinealécitos em cultura incubados com peptideo Ap;.4-FAM (10
uM, 24h). Seta branca indica a interacdo entre o peptideo e a membrana dos pinealécitos (lado
esquerdo), e a cabeca de seta branca mostra a auséncia de interacdo entre AP;4-FAM e
astrécitos, presentes na mesma cultura (lado direito). Para visualizacdo e analise morfolégica
das células foi feita marcagdo do citoesqueleto com anticorpo para B-actina (vermelho) e o

nucleo foi corado por DAPI (azul). Barra de escala: 10 um.
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Em resumo, o conjunto dos dados indicam que AP é capaz de interagir com
os pinealécitos, induzindo uma resposta inflamatéria mediada pela via de
sinalizacgdo TLR/NF-kB que culmina na inibi¢do da cascata biossintética de

melatonina.

4. Modulacao da funcao dos receptores de melatonina pelo peptideo Ap

Para estudar o efeito de AP sobre os receptores de melatonina acoplados a
proteina G - MT: e MT: - optamos por utilizar células de linhagem HEK293
transformadas para expressar estavelmente ou transientemente cada um desses
receptores. Os efeitos de AP sobre a ligagdo da melatonina aos MTRs foram
analisados através de curvas de competicdo entre melatonina marcada
radioativamente (2-[12I]iodomelatonina) e melatonina fria em células expressando de
forma estavel MT: ou MT> e previamente incubadas com Af140 ou AB142 (1 uM, 24h).

Nestes ensaios foram analisados os valores de ligacdo maxima (Bmax), que
indica o ntumero de sitios de ligacdo ao ligante, e os valores da constante Ki, que
reflete a afinidade do receptor ao seu ligante. Ap6s detectar a auséncia de efeito entre
os grupos com os veiculos dos respectivos fragmentos de Af os dados foram
agrupados para formar um tnico grupo controle. Os resultados demonstraram que o
peptideo APi4, mas ndo Afi4o, induz uma redugao de cerca de 40% no ntimero de
sitios de ligacdo a melatonina (Bmax) com relagdo ao grupo controle (veiculos) nas
células expressando o receptor MT1 (fig. 15A; tabela 2). J4 nas células expressando o
receptor MT> ndo foi observada nenhuma alteragdo entre as curvas obtidas com
células incubadas com veiculo (controle) ou com os peptideos AB140 e APi142 (fig. 15B;
tabela 2). Ambos os tipos celulares (MT: e MT») foram ainda tratados com peptideos
AP140 e APi142 adicionados juntos no momento do ensaio de ligagdo, grupo designado

como Af agudo, com o intuito de verificar se os peptideos competem com a
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melatonina pelo mesmo sitio de ligacdo. A curva obtida ndo difere da curva do
grupo controle de cada grupo, ndo existindo, portanto, ligacdo de AR no mesmo sitio
de ligacdo da melatonina (fig. 15B-C). Nas células que expressam receptores MTi, nas
quais APi4 diminuiu o ntimero de sitios de ligacao a melatonina, verificamos se a
forma agregada do peptideo exerce esse mesmo efeito inibitorio. O resultado obtido
(fig. 15D) mostra que a forma agregada ndo tem efeito sobre a ligagdo melatonina ao
receptor MT1. Portanto, o efeito observado de reducdo de Bmax nas células MT; é
exclusivo de APi142 sob a conformacdo de oligdmeros soltveis. Tanto nas células
expressando MT; quanto nas MT> ndo houve alteracdo da afinidade dos receptores a
melatonina em nenhum dos grupos tratados, conforme evidenciado pelas curvas de

competicao e pelos valores de K; obtidos (fig. 15; tabela 2).
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Figura 15 - Ensaios de ligacdo de 2-[1%I]liodomelatonina em células HEK293. A) Ensaio de
competicado de ligacao de 2-[?[liodomelatonina e melatonina em células HEK293
expressando receptor MT; incubadas com veiculo (controle) ou com Af1.40 ou ABra (1 uM,
24h). B) Ensaio de competicdo de ligacdo de 2-[1%]]iodomelatonina e melatonina em células
expressando MT», incubadas com veiculo (controle) ou com Af140 ou APra (1 uM, 24h) ou
ambos adicionados no momento do ensaio (Af agudo, 1 uM). C) Ensaio de competigdo de
ligacdo de 2-[?*]Jiodomelatonina e melatonina em células expressando MTi, incubadas com
veiculo (controle) ou com peptideos AP adicionados no momento do ensaio (Af agudo, 1
uM). (D) Ensaio de competigdo de ligacao de 2-[1%[]iodomelatonina e melatonina em células
expressando MTj, incubadas com veiculo (controle) ou com agregados de peptideo AP (1
uM, 24h). E) Curva concentragdo-resposta de Afi4 (24h) sobre a ligacdo de 2-
['®]iodomelatonina em células expressando MT1. Dados apresentados como média + e.p.m.

de dois a cinco experimentos independentes, cada um realizado em duplicata.
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Para melhor caracterizar o efeito inibitério observado de Af sobre o receptor
MTj, foi feita uma curva concentragdo-resposta de APi42 nestas células, avaliando-se
a ligacdo de 2-[1%[[iodomelatonina na presenca de concentragdes crescentes de APi42
(108 a 5x10¢ M, 24h). De acordo com o resultado obtido, o efeito inibitério deste
peptideo sobre o nimero de receptores é uma resposta concentracdo-dependente,

apresentando valor de ICso de 65 nM (fig. 15E).

Tabela 2 - Valores de ligagdo maxima (Bmax) e de afinidade (K;) dos receptores MT: e MT:2 a

melatonina em células HEK293 tratadas com peptideos Af.

MT, MT,
Binax (%) K; (nM) Binax (%) K; (nM)
Controle 100,0 + 1.32 1.40 + 0.35 100,0 + 2.28 1,37 £ 0.77
AB1.40 98,52 + 5.21 0,96 + 0.38 110,0 £ 10.65 4,89 + 3.44
AB1.42 59,78 + 5.89 #* 1,62 + 0.40 102,50 + 3.56 0,67 +0.28
AB agudo 96,43 * 0.47 1,67 £ 0.33
AP 1-42 agregado 92,13 + 3.95 0,83 +0.11

Valores obtidos nos ensaios de competicao com 2-[12’[Jiodomelatonina (fig. 15), conforme descrito em
Material e Métodos. Bmax foi normalizado com relacdo ao grupo controle. Dados apresentados como

média + e.p.m. de dois a cinco experimentos independentes, cada um feito em duplicata.

Na etapa seguinte, avaliamos os efeitos modulatérios dos peptideos Af sobre
a sinalizacdo intracelular desencadeada pela ativacdo dos receptores de melatonina
em células HEK293 expressando de maneira estavel os receptores MT; ou MT>. Com
este intuito, foi avaliada a resposta de fosforilagao de ERK1/2 (P-ERK1/2) induzida
pela melatonina em células previamente incubadas na presenga ou auséncia de APi-40
ou Af14. ApOs detectar a auséncia de efeito entre os grupos com os veiculos dos
respectivos fragmentos de Af, seus dados foram agrupados para formar um tnico
grupo controle. Nas células que expressam MT; e que foram tratadas somente com
veiculo, observamos que hd um pico de P-ERK1/2 ap6s 2 minutos da adigdo de

iodomelatonina (I-Mel, 100 nM). Na presenca dos peptideos, tanto de APi40 quanto
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de ABi4 (1 uM, 24h), os niveis de P-ERK1/2 sdo significativamente menores que no
grupo controle (fig. 16A). Nas células que expressam MT>, o pico de fosforilacdo de
ERK1/2 ocorre entre 2 e 5 minutos de estimulacao com 2-iodomelatonina (I-Mel, 100
nM), e ambos os fragmentos de Af também tiveram efeito inibitério sobre esta
ativacao (fig. 16B). Nos dois tipos celulares o efeito inibitério de Afi4 foi
nitidamente maior do que o observado com Af1.4.

Para discernir se a inibicdo de A sobre os niveis de P-ERK1/2 é um efeito
generalizado sobre esta via de sinalizacdo ou se é especifico para a sinalizacdo
desencadeada por MTRs, utilizamos outro ligante para ativar esta mesma via - o
agonista f-adrenérgico isoproterenol (Iso, 100 nM). O pico de ativagdo da fosforilagao
de ERK desencadeada pela ativacdo de receptores f-adrenérgicos (expressos de
maneira constitutiva em células HEK293) ocorre aos 2 minutos e a incubagao prévia
dessas células com A1 (1 uM, 24h) ndo alterou os niveis de P-ERK1/2 induzidos
por isopropanol (fig. 16C). Este resultado indica, portanto, que o efeito inibitdrio de
AP é especifico sobre a sinalizagdo induzida pela ativacdo dos receptores de

melatonina.
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Figura 16 - Peptideos A inibem a fosforilagio de ERK1/2 induzida pela ativacdo dos
receptores de melatonina. A) Ativacdo da via ERK1/2 por 2-iodomelatonina (I-Mel, 100 nM,
0 - 20 min) em células HEK293 expressando receptor MTy, tratadas com veiculo (controle),
AB140 (1 uM, 18h) ou APie (1 uM, 18h). B) Ativagdo da via ERK1/2 por 2-iodomelatonina (I-
Mel, 100 nM, 0 - 20 min) em células HEK293 expressando receptor MT,, tratadas com veiculo
(controle), APi140 (1 uM, 18h) ou APis (1 uM, 18h). C) Ativacdo da via ERK1/2 por
isoproterenol (Iso, 100 nM, 0 - 20 min) em células HEK293, tratadas com veiculo (controle) ou
AB142 (1 uM, 18h). A esquerda, gel representativo da deteccio de P-ERK1/2 e ERK1/2 por
Western blot; a direita, quantificagdo de P-ERK1/2 em razdo de ERK1/2, expressa com
relagdo ao basal. Dados apresentados como média = e.p.m. de trés (C) a cinco (A e B)
experimentos independentes; * p < 0,05; **p < 0,005, com relagdo ao grupo controle, por teste

ANOVA de duas vias.
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Conforme mencionado na introducdo, um dos mecanismos que pode conferir
particularidades na sinalizacdo induzida pela melatonina é pela formacdo de
dimeros de MTRs (Jockers et al., 2008). Para investigar se os efeitos inibitorios de Af
sobre a ligacdo da melatonina a MT; e sobre a sinalizacdo evocada por ambos MTRs
sdo devido a alteragdes conformacionais dos receptores e/ou da capacidade de
formarem dimeros entre si, foram realizados ensaios de BRET em células HEK293
expressando transientemente cada MTR. Este ensaio avalia a formagdo de dimeros
entre os receptores, de modo que alteragdes conformacionais influenciam as
interacOes proteicas e, consequentemente, o sinal de BRET.

Para realizacdo de curvas de saturacdo de BRET, as células HEK293 foram
transfectadas com concentracdo fixa do receptor conjugado a molécula doadora de
energia (RLuc) e com concentracdes crescentes do receptor conjugado a molécula
fluorescente aceptora de energia (YFP). Todas as combinacdes de dimeros de
receptores testadas (MTi1-Rluc/MT1-YFP; MT»>-Rluc/MT>-YFP; MTi-Rluc/MT>-YFP)
geraram curvas de saturagdo satisfatorias, confirmando que a interacdo entre os
respectivos pares é especifica. A incubacao prévia das células com os peptideos APi1-40
ou Afie (1 uM, 24h) nado alterou o perfil das curvas de nenhum dos dimeros
analisados (fig. 17). Em concordancia com esta observacdo, também nado foram
detectadas alteracdes significativas nos valores de BRET5 (valor correspondente a
concentracdo de aceptor capaz de gerar 50% do sinal BRETmax) entre os diferentes

grupos (tabela 3).
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Figura 17 - Peptideos Af ndo
afetam a  dimerizacio dos
receptores de melatonina. Curvas
de saturacdo de BRET em células
HEK?293 expressando os diferentes
pares de MTRs acoplados a RLuc
(doador) ou a YFP (aceptor):
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RLuc / MT>-YFP (B), MT:1-RLuc /
MT>-YFP (C). As células foram
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(1 uM, 24h). Dados apresentados
como média * e.p.m. de dois a trés
experimentos independentes, cada
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com relagdo a BRETmax do controle.
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Tabela 3 - Valores de BRET5, dos dimeros de MTRs em células HEK293

BRET, (relativo ao controle)

MT;-Rluc/MT;-YFP | MT,-Rluc/MT,-YFP | MT;-Rluc/MT,-YFP
Controle 1.00 £ 0.14 1.00 £ 0.25 1.00 £ 0.08
AB1-40 1.65 £ 0.20 1.05+0.22 0.83%0.11
ABi.4n 1.17 £ 0.10 1.14 £ 0.2 0.93+0.09

BRETs50 corresponde a concentragdo de aceptor capaz de gerar 50% do sinal BRETmax. Dados
apresentados como média + e.p.m. de dois a trés experimentos independentes (fig. 17),
normalizados com relagdo ao BRET5 do grupo controle.

Conclui-se, portanto, que os peptideos Af ndo causam alteracdes
conformacionais nos receptores MT1 e MT> e ndo induzem maior ou menor
propensao a dimerizagao entre eles. Dessa forma, a modulacdo nas propriedades de
interacdo entre os MTRs ndo estd envolvida nos efeitos inibitérios observados de Afi-
10 € AP142 sobre P-ERK1/2 induzida pela ativagdo de MT1 e MTo>.

Com o objetivo de verificar se os resultados obtidos nas células HEK293 sao
reproduziveis em contexto fisioldgico de expressdo de MTRs, analisamos a ativagao
da via ERK1/2 em cultura primaria de células endoteliais de ratos, que expressam
MTRs de maneira constitutiva, conforme comprovado por imunofluorescéncia (fig.
18). Assim como nas células HEK293, a incubagdo das células endoteliais com 2-
iodomelatonina (I-Mel, 100 nM) induz aumento nos niveis de P-ERK1/2, com pico
aos 2 minutos; e a presenca tanto de APi4 quanto de APi4 (1 uM, 18h), inibe
significativamente a ativacdo desta via (fig. 19). Essa observagdo comprova a
relevancia fisiolégica dos mecanimos modulatérios que Af exerce sobre os

receptores de melatonina, detectados primeiramente na linhagem celular HEK293.
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Figura 18 - Expressdo de receptores de melatonina MT; e MT2 em células endoteliais.
Imagem de microscopia confocal mostrando a expressao de MT; e MTz em cultura priméria
de células endoteliais de ratos. Imagem de campo claro (a esquerda) e na auséncia de luz

branca (a direita). Barra de escala: 50 um.
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Figura 19 - Peptideos AP inibem a fosforilacio de ERK induzida pela ativacdo dos
receptores de melatonina. Ativacdo da via ERK1/2 por 2-iodomelatonina (I-Mel, 100 nM, 0 -
10 min) em cultura primaéria de células endoteliais tratadas com veiculo (controle), Afi.40 (1
uM, 18h) ou ABi4 (1 uM, 18h). A esquerda, gel representativo da deteccdo de P-ERK1/2 e
ERK por Western blot; a direita, quantificacdo de P-ERK1/2 em razdo de ERK1/2, expressa
com relacdo ao basal. Dados apresentados como média * e.p.m. de cinco experimentos

independentes; * p < 0,05; ** p < 0,005, com relagdo ao controle, teste ANOVA de duas vias.
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Os dados em conjunto demonstram, portanto, que o peptideo A é capaz de
interferir diretamente em todos os componentes do sistema melatonérgico. Atuando
diretamente sobre a glandula pineal, Af desencadeia uma resposta inflamatéria e
inibe a sintese de melatonina, enquanto que sua agdo sobre os receptores de
melatonina resulta em redugdo na disponibilidade de MT; ao ligante e em inibigdo
da cascata de sinalizacdo intracelular de ERK1/2 ativada tanto por MT; quanto por

MTo.
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Ha mais de 20 anos tem sido amplamente reportado que pacientes
acometidos pela doenga de Alzheimer exibem disfungdes do sistema circadiano, o
que inclui uma reducdo significativa na concentragao plasmatica de melatonina e na
expressdo de seus receptores (Skene et al., 1990; Tohgi et al., 1992; Skene & Swaab,
2003; Uchida et al., 1996; Liu et al., 1999; Mishima et al., 1999; Ohashi et al., 1999;
Savaskan et al., 2005; Wu et al., 2003, 2007; Wu & Swaab, 2005, 2007). Pouco se sabia,
entretanto, a respeito dos mecanismos subjacentes a tais alteracdes.

O presente estudo apresenta evidéncias de que o sistema melatonérgico
constitui um alvo especifico das acdes exercidas pelos fragmentos 1-40 e 1-42 do
peptideo p-amiloide, indicando que a disfuncdo da producdo de melatonina e da
funcionalidade de seus receptores nao sdo secundarios a outros efeitos de Af. Na
glandula pineal, a agdo direta de A foi demonstrada através de ensaios in vitro,
sendo que glandulas incubadas com ambos os peptideos apresentam redugdo
significativa na producdo de melatonina. O mecanismo de acdo pelo qual Af140 atua
envolve a ativacdo da via NF-xB, o que resulta em inibicdo da transcri¢do génica da
enzima AA-NAT e de sua ativagao por fosforilacdo. Além disso, a ativagao de vias de
sinalizagdo relacionadas a TLR/NF-kB gera uma resposta inflamatéria em pineais
tratadas com Afi140, 0 que foi comprovado pela andlise da expressdao génica de
diversas moléculas inflamatérias e também pela andlise dos niveis proteicos da
citocina TNF e de iNOS, importante enzima responsavel pela producdo do mediador
inflamatério NO (revisto por Wink ef al., 2011). Os peptideos A sdo ainda capazes

de afetar diretamente os receptores de melatonina, alterando a disponibilidade de
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sitios de ligagdo MT; na membrana plasmética e diminuindo o sinal intracelular
decorrente da ativagdo tanto de MT; quanto de MT», verificado quanto a fosforilagao
de ERK1/2. Essa ultima observagao, feita inicialmente em linhagem de células
HEK?293 transfectadas para expressar os receptores de melatonina MT; ou MT>, foi
ainda confirmada em cultura de células primarias que apresentam expressao
endégena de ambos os receptores, o que comprova a relevancia fisiolégica desse
efeito. Tais dados indicam, portanto, um efeito direto de A sobre todos os

componentes do sistema melatonérgico.

1. Glandula pineal como sensor do estado fisiopatoldgico do organismo

A modulagao da sintese de melatonina por moléculas mediadoras de resposta
inflamatoria ja foi previamente descrita e constitui uma das bases do conceito do eixo
imune-pineal (Markus et al., 2007, 2013). O fato de a glandula pineal estar apta a
responder a PAMPs, DAMPs e a citocinas por expressar receptores especificos ao
reconhecimento dessas moléculas, como o TLR4 e TNFR (da Silveira Cruz-Machado
et al., 2010; Carvalho-Sousa et al., 2011), reforca o conceito da pineal como um
importante componente da resposta imunolégica. A inibicdo da producgdo de
melatonina foi observada por nosso grupo em modelos in vitro, incubando-se
glandulas pineais em cultura com TNF ou com LPS (Fernandes et al., 2006; da
Silveira Cruz-Machado et al., 2010), e também em situacdes in vivo: em modelo
animal de inflamacdo induzida pela administracao de LPS (Tamura et al., 2010); em
mulheres com mastite (Pontes et al., 2006), ou que realizaram parto cesariano (Pontes
et al., 2007), ou submetidas a procedimento cirtrgico de histerectomia (de Oliveira
Tatsch-Dias et al., 2013). Nestas condigdes, a inibicdo da producao de melatonina é

transiente, sendo restaurada durante o processo de resolucdo da resposta
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imunolégica e retorno a condicdo de higidez. De fato, em todos estes estudos em
humanos observou-se uma evidente correlagdo inversa entre os niveis de TNF e os
de melatonina na circulacdo sanguinea.

Por outro lado, ha também diversos relatos de outras situagdes patoldgicas
em que o ritmo da producdo de melatonina é perdido de maneira prolongada ou
permanente. A doenca de Alzheimer é claramente a condicao em que esta redugao na
producdo de melatonina é mais nitida e melhor reportada (revisto por Hardeland,
2012, 2013; Lin et al., 2013), mas existem ainda relatos de diminuicdo significativa da
melatonina plasmatica em diversas outras condi¢des neuropatoldgicas, tais como:
deméncias semelhantes ao Alzheimer (Uchida et al., 1996; Magri et al., 1997),
esclerose multipla (Akpinar et al., 2008), epilepsia (Fauteck et al., 1999), degeneracdo
da macula relacionada ao envelhecimento (Rosen et al., 2009) e em alguns transtornos
psiquiatricos, como no transtorno obsessivo-compulsivo (Catapano et al., 1992;
Monteleone et al., 1994), no distarbio afetivo sazonal (Srinivasan et al., 2006b), na
esquizofrenia (Fanget et al., 1989; Monteleone et al., 1992; 1997; Vigano et al., 2001) e
em diversos tipos de depressdo, embora ainda haja divergéncias nos resultados
observados por diferentes pesquisadores (revisto por Pacchierotti et al., 2001;
Morera-Fumero & Abreu-Gonzales, 2013). Nota-se, portanto, que ainda faltam
estudos para esclarecer como e em quais circunstancias o ritmo biolégico de
producdo de melatonina deixa de ocorrer. Além disso, pouco se sabe sobre a
relevancia da diminuicdo na producdo de melatonina durante o desenvolvimento
destes quadros patolégicos.

Algumas das condi¢des patolégicas citadas anteriormente tém em comum o
fato de serem doengas relacionadas ao envelhecimento. De modo geral, a disfungao

da producdo de melatonina nestas condicdes é explicada como sendo consequéncia
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de uma disfuncdo generalizada do sistema circadiano com o avancar da idade, o que
é evidenciado em alguns dos sintomas, como distarbios do sono (Reilly et al., 1997).
Existem dados que de fato suportam esta hipétese como, por exemplo, a observagao
de que os neurdnios dos ntcleos supraquiasmaéticos tém menor capacidade de
sincronizagao (Skene & Swaab, 2003; Wu et al., 2003; Srinivasan et al., 2005); que as
vias de comunicagdo entre a retina e os NSQs e destes com a pineal sdao afetadas
(Waldhauser et al., 1988; Wu et al., 2006; Wu & Swaab, 2007); ou ainda a observagao
de que a pineal sofre calcificacdo progressiva, o que pode comprometer sua atividade
biossintética j4 que existe uma correlacdo entre a producdo de melatonina e a area
nao-calcificada da pineal (Schmid, 1993; Kunz et al., 1999), inclusive em pacientes
com AD (Mahlberg et al., 2008). Apesar destes estudos, o fato de a producdo de
melatonina ser ainda mais reduzida em AD do que em individuos-controle de
mesma idade aponta para a existéncia de mecanismos adicionais neste fendémeno.

Os dados obtidos no presente estudo contribuem para esta linha de
pensamento, demonstrando que o peptideo AP atua diretamente sobre os
pinealdcitos, inibindo a expressdo génica e ativacdo da enzima AA-NAT, o que
resulta em inibicdo da producdo de NAS e de melatonina. E interessante notar que
pacientes com outras doencas neurodegenerativas que também envolvem o acimulo
de proteinas em ma conformacao e auto grau de estresse oxidativo, como as doengas
de Parkinson e de Huntington, ndo apresentam diminuicdo nos niveis noturnos de
melatonina (Fertl et al., 1991; Sandyk, 1997; Bordet et al., 2003; Srinivasan et al., 2006a;
Aziz et al., 2009). Embora esses pacientes também apresentem disfungdes circadianas
entre seus sintomas, inclusive com avanco de fase no ritmo de produgdo de

melatonina, a perda na produgdo hormonal da gldndula pineal nos estagios pré-
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clinicos da doenca parece ser exclusividade da doenca de Alzheimer, provavelmente
pelo fato de AP atuar especificamente sobre a pineal.

O mecanismo pelo qual AP inibe a atividade neuroendécrina da pineal
envolve a via do fator de transcricdo NF-kB. Esta é uma via classica na resposta
imune inata e nos ultimos anos tem-se mostrado como uma via chave na modulagdo
da sintese de melatonina por PAMPs, citocinas (Markus et al., 2013) e agora também
por PAMPs (AR, presente trabalho). Dimeros de p50 e RelA sao recrutados ao nicleo
das células da pineal apds tratamento com Afi4 e exercem papéis distintos na
regulacdo da expressdo de genes-alvos. Nos pinealécitos, o aumento no contetdo
nuclear da subunidade p50 induzido por Afi.40 provavelmente esta relacionado com
a inibigdo da transcricao génica de Aanat, j4 que na presenga de inibidor de NF-xB a
producdo de melatonina por essas células é restaurada. Além disso, a presenga e
funcionalidade de sitios responsivos ao NF-kB no promotor de Aanat ja foram
demonstradas anteriormente (Markus et al., 2007; Muxel et al., 2012). Ja a subunidade
RelA de NF-xB exerce regulacdo positiva sobre a expressdo de pacotes génicos
(Hayden & Ghosh, 2012), formando dimeros tanto com p50 quanto com c-Rel
(Gilmore & Gerondakis, 2011), que também foi detectada em maior quantidade nos
extratos nucleares de pineais estimuladas com Af, embora em menor magnitude que
p50 e RelA.

Dentre um conjunto amplo de genes relacionados com a resposta inflamatéria
mediada pela ativacdo de receptores TLRs, AP induziu a expressdo da grande
maioria deles na pineal. Um fato interessante foi a observacdo de que, uma vez
estimulada com uma molécula DAMP, neste caso Af, a pineal passa a expressar um
conjunto ainda maior de receptores a PAMPs, DAMPs e a citocinas, como todos os
TLRs, TNFR, IL-1R e IL-6R. Isso indica que a glandula torna-se ainda mais
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responsiva aos mediadores da resposta inflamatéria, que podem atuar de maneira
autocrina ou parécrina e prolongar a resposta inibitéria de A sobre a producao de
melatonina.

O peptideo AP aumentou a expressao da grande maioria das proteinas
relacionadas a sinalizacdo de TLRs, tanto da via dependente de MYD88 quanto da
via independente, o que pode sugerir o envolvimento destas vias na sinalizagdo
induzida por APi4o sobre TLR4 para ativar NF-kB na pineal. A ligacdo de Af ao
receptor TLR4 ja foi previamente demonstrada (Walter et al., 2007), assim como a
presenca deste na pineal (da Silveira Cruz-Machado et al., 2010). Conforme esperado,
a grande maioria dos genes relacionados a familia do fator de transcricio NF-xB é
mais expressa nas glandulas tratadas com A, ja que o préprio NF-kB é o principal
regulador da transcrigdo destes genes.

Algumas moléculas cuja expressao foi alterada por APi40 na pineal merecem
destaque devido ao papel que exercem na resposta neuroinflamatéria. A HMGBI1,
por exemplo, é uma molécula que pode atuar tanto como fator de transcricdo, ao se
translocar ao nucleo frente a um estimulo de estresse celular, quanto como uma
molécula DAMP, ao ser secretado pela célula e ativar receptores TLRs (Maroso et al.,
2010; Mittal et al., 2010). Este é um dos mecanismos pelos quais acredita-se que uma
resposta neuroinflamatéria possa se tornar croénica e gerar processos de
neurodegeneracdo progressiva (Gao et al., 2011). Assim, é possivel que, na pineal,
esta molécula cronifique a resposta inflamatéria induzida por AP, induzindo
sinaliza¢des que levem a uma disfun¢do cronica da atividade endécrina da pineal.
Destaca-se também o fato de que, entre os 55 genes cuja expressao foi alterada por
AP140 na pineal, somente Hspd 1, Hspa 1a e Ube2v1 tiveram sua expressdo reduzida.

Os dois primeiros genes codificam as proteinas de choque térmico HSP60 e HSP70,
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respectivamente, e em conformidade com este dado hé relatos de que a expressao de
ambas as proteinas encontra-se reduzida no hipocampo de modelos animais de AD
(Takano et al., 2013). Essas moléculas exercem papel importante no controle
conformacional das proteinas apds sua tradugdo e também no encaminhamento de
proteinas desnaturadas ou em ma conformacdo para degradagdo proteassomal.
Inclusive, a super-expressao de HSP70 demonstrou-se efetiva em restaurar os déficits
cognitivos em camundongos transgénicos para APP utilizados como modelo de AD
(Hoshino et al., 2011). Além disso, foi ainda sugerida uma relagao entre a HSP60 e a
disfuncdo mitocondrial induzida por AP, uma vez em que esta chaperona é
necessdaria para que haja localizacdo mitocondrial de Af e que mitocondrias obtidas
do cérebro de pacientes com AD apresentam maior quantidade de HSP60 ligada a
APP ou a AR (Walls et al., 2012). De maneira similar, o terceiro gene que teve sua
expressao reduzida por Af na pineal, Ube2v1, codifica a enzima UEV-1, que também
exerce papel no controle de qualidade proteica, participando do processo de
ubiquitinacdo para encaminhamento proteassomal de proteinas em conformacgao
erronea. E possivel que esta proteina também exerca regulacdo negativa sobre a via
NF-«B, j4 que a ativacdo desta via depende da degradacdo proteassomal das
proteinas inibitérias IkBs (Syed et al., 2006). Dessa forma, os dados obtidos com
relacdo a estes genes corroboram estudos feitos com pacientes ou com modelos
animais de AD. A desregulacdo dos mecanismos responsaveis pela degradacao de
proteinas em mé conformagao pode favorecer ainda mais o desenvolvimento de AD,
contribuindo para o acimulo crescente de espécies de Ap.

A indugdo da expressdo génica de diversas citocinas e quimiocinas por Af,
como Cd80, Cd86, Cxcl10 e Ccl2, sugere que as células gliais presentes na pineal

participam dessa resposta inflamatéria. A ativacao de células da glia por AB é bem
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conhecida e ja foi reportada nos mais diversos modelos de estudo de AD (Akiyama et
al., 2000; Hardy & Selkoe, 2002; Glass et al., 2010; Verkhratsky et al., 2010). Tanto em
microglia quanto em astrdcitos, Ap induz a produgao de citocinas via ativacdo da via
NF-xB (Bales et al., 1998; Glass et al., 2010). No presente estudo, AP140 aumentou a
expressdo génica tanto de moléculas pré-inflamatérias (TNF, IL-1a, IL-2, IL-6, IL-12a,
IFN-y, COX-2 e as quimiocinas ja mencionadas), quanto de citocinas anti-
inflamatorias, como a IL-10, o que é condizente com a ativagao cléssica de células da
glia por AB (Ho et al., 1999; Akiyama et al., 2000; Apelt & Schliebs, 2001). Através de
mecanismos ainda ndo bem conhecidos, a neuroinflamagdo induzida por AP é
acompanhada por uma resposta inflamatéria periférica, sendo que a dosagem de
citocinas no plasma tem sido explorada na tentativa de estabelecer assinaturas
inflamatorias especificas de AD para o desenvolvimento de métodos diagnosticos.
Nestes estudos, as citocinas que mais apresentaram correlagio com o quadro
patolégico de AD foram IL-6, IL-10, IL-1R e G-CSF (Yaffe et al., 2003; Leung et al.,
2013), que também estdo mais expressas nas glandulas pineais tratadas com AP
(presente estudo).

No caso da pineal, demonstramos ainda que a resposta inflamatoéria
desencadeada por AP ndo depende somente das células gliais, pois também ocorre
nas células neuroenddcrinas da pineal - os pinealdcitos - nos quais foram detectadas
tanto a ativagdo de NF-kB quanto a expressao da enzima inflamatéria iNOS. Além
disso, o uso de peptideo APi140 conjugado a molécula fluorescente comprovou a
existéncia de interacdo entre AB e a membrana das células da pineal. Curiosamente,
nao foi observada interacdo entre AP e as células astrocitarias presentes na mesma
cultura. Os astrdcitos sao as células predominantes no sistema nervoso central (SNC),

que exercem importantes fungdes na manutencdo da homeostase do SNC, regulando
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as concentracoes de ions, de glutamato, o pH, e ainda disponibilizando energia aos
neurdnios através do armazenamento de glicogénio (Hansson & Ronnback, 2003;
Brown & Ransom, 2007). Os astrécitos também atuam na modulagdo de sinapses, na
manutencdo da barreira hemato-encefalica (Bechmann et al., 2007; Abbot, 2013), e nas
respostas neuroinflamatérias, tanto através da producao de mediadores
inflamatorios quanto na formacgdo das chamadas cicatrizes gliais, que formam uma
barreira fisica para limitar a propagacao da resposta inflamatoéria e o dano tecidual
(revisto por Jensen et al., 2013).

Enquanto a microglia é classicamente referida como sendo os macréfagos do
cérebro, por exibir capacidade fagocitaria, apresentacdo de antigenos e grande
reatividade frente a estimulos imunogénicos (Hanisch & Kettenmann, 2007), a
participagdo dos astrécitos na resposta neuroinflamatéria parece depender altamente
da resposta microglial inicial. Foi demonstrado que astrécitos quiescentes expressam
niveis muito baixos de receptores TLRs, incluindo TLR4 (Sola et al., 2002; Bowman et
al., 2003; Falsig et al., 2004), exibindo pouca ligagdo e reatividade ao LPS na auséncia
de microglia na cultura (Holm et al., 2012). De forma semelhante, a baixa expressao
de TLR4 pode ser a causa da auséncia de interacdo entre Af e astrécitos observada
na cultura de células dispersas da pineal (presente estudo). O papel da microglia na
mediacdo da interacdo e/ou responsividade de astrécitos e pinealécitos aos
peptideos AP ainda ndo foi investigado. A interacdo entre os diferentes tipos
celulares da pineal na vigéncia de uma resposta inflamatoéria, porém, ja foi relatada
em estudo prévio, no qual observou-se que um mesmo estimulo (LPS) induz sintese
de TNF pela microglia e expressao de receptores de TNF nos pinealécitos (da Silveira

Cruz-Machado et al., 2012).
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2. Efeitos modulatérios de AP sobre receptores de membrana

Além da glandula pineal, os dados do presente trabalho fornecem evidéncias
de que os receptores de melatonina também sao alvos dos peptideos AB. Em andlises
post-mortem de tecidos cerebrais de pacientes de AD ja foram observadas alteragdes
na expressao dos MTRs, com diminui¢do de MT2 no hipocampo e cértex e de MT; no
hipotalamo e cértex (Savaskan et al., 2005; Brunner et al., 2006; Wu et al., 2007). Assim
como no caso da redugdo na producdo de melatonina, também a modulacao de seus
receptores parece ser exclusiva, ou mais pronunciada, em AD. Em pacientes
portadores de outra proteinopatia neurodegenerativa - a doenga de Huntington -
nenhuma alteragdo na expressao de MTRs foi observada (van Wamelen et al., 2013).

O fato do contetdo plasmatico de melatonina estar reduzido desde os
estagios iniciais de AD poderia sugerir que a auséncia do ligante traria
consequéncias a expressdo do seus receptores. Alguns relatos sugerem que a
melatonina é realmente capaz de regular a expressdo de seus receptores, que também
ocorre de maneira ritmica na maioria dos tecidos (Gauer et al., 1993; Barret et al.,
1996; Masana et al., 2000), mas este efeito parece ser mais dependente do relégio
biolégico celular do que da melatonina circulante e ocorre de modo tecido- e espécie-
especifico (Masana et al., 2000; Poirel et al., 2002). De qualquer modo, o efeito da
melatonina observado sobre a expressdao de MTRs nao explica os dados obtidos nos
pacientes de AD, uma vez que animais pinealectomizados, portanto sem melatonina
plasmatica, apresentam maior expressao de MT; nos NSQs, e a administragdo de
melatonina causa diminuicdo em sua expressao (Gauer et al., 1993). Os dados obtidos
no presente estudo indicam que os peptideos AP podem afetar diretamente a

funcionalidade dos MTRs, sendo este o provavel mecanismo que leva a disfungao
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destes receptores em pacientes com AD, e ndo a producdo reduzida de melatonina.

Em células HEK293 expressando estavelmente o receptor MT; e incubadas
com Api4 foi detectada uma reducéo significativa no namero de sitios de ligacdo a
melatonina. Interessante notar que este efeito parece ser especifico de oligdbmeros de
AP142 sobre MT;, uma vez que os peptideos Afi14 e AP142 agregado ndo tiveram
efeito sobre MT: e nenhum dos peptideos testados alteraram a capacidade de ligacao
a melatonina nas células expressando MT>. A auséncia de efeito com o peptideo Afi.
12 em sua conformacdo agregada é condizente com os relatos atuais que defendem
que a maioria das acdes de AP é exercida enquanto oligdmeros soltiveis. Neste
sentido, alguns autores sugerem que a formacdo das placas de agregados de A,
observadas nos estdgios mais avancados de AD, poderia servir como reservatorio
das formas toxicas do peptideo (Palop & Mucke, 2010). A afinidade tanto de MT:
quanto de MT> pela melatonina ndo foi alterada por Ap em nenhuma das condicdes
testadas. Portanto, a redugéo de cerca de 40% no valor de Bmax nas células incubadas
com Afi4 foi o tnico efeito observado repetidamente nestes ensaios e foi ainda
confirmado pela obtencao de curva concentragdo-resposta de APi42. A partir desta
curva pudemos obter o valor de ICsp para Af142, que foi em torno de 65 nM. Apesar
da dificuldade em se comparar os estudos com relagdo a Af1.4> devido as possiveis
diferencas quanto a conformacdo do peptideo predominante em cada ensaio
(monodmeros, dimeros, oligomeros, fibrilas), existe um certo consenso de que as acdes
prejudiciais de AP a neurotransmissdao ocorram na faixa de nM (Mucke & Selkoe,
2012).

Com relacdo aos mecanismos pelos quais Afi4 gera este efeito, algumas
hipéteses sao sugeridas a seguir. A possibilidade de que essa redugado na ligacdo de
melatonina ao receptor MT; fosse devido a competicdo entre melatonina e Afi.4 pela
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ligacdo no mesmo sitio foi excluida pela realizacdo de experimentos em que o
peptido foi adicionado no momento do ensaio de ligagao e foi inefetivo em alterar o
padrao da curva de competicio de melatonina com 2-['?’[]iodomelatonina. A
existéncia de regulagdo transcricional de APi.42 sobre a expressao do RNAm de MT;
também é pouco provével, pois a regido promotora do gene de MT; transfectado
nessas células ndo corresponde a sua sequéncia nativa. Assim, os mecanismos pelos
quais Afi14 reduz a disponibilidade de MT: na membrana devem ser pos-
traducionais, possivelmente relacionados ao trdfego do receptor a membrana, a
inducao de internalizacdo do receptor ou ainda a mecanismos que alterem o
acoplamento deste com as proteinas G. Com relagdo a esta dltima hipoétese, diversos
relatos mostraram disfungdo na interacdo entre GTP e o receptor muscarinico de
acetilcolina M; na condicao de AD (Smith et al., 1987; Flynn et al., 1991; Joseph et al.,
1993). Foi observado ainda que o tratamento de células da linhagem CHO (Chinese
hamster ovary) com Afi.4 inibe seletivamente o acoplamento entre M; e a proteina
Gg/11, resultando também em alteracdo nas propriedades de ligacdo do agonista
carbacol (Janickové et al., 2013). Com base neste dado, é possivel hipotetizar também
que o efeito de Afi14 sobre MT; afete somente uma populacdo especifica de
receptores, acoplados a subtipo especifico de proteinas G, o que explicaria o fato de
60% dos sitios de ligacdo nas células expressando MT; permanecerem disponiveis e
também a auséncia de efeito sobre MT.. Um outro estudo demonstrou que APi4
induz a oligomerizacdo de receptores de angiotensina AT, e sugeriu que estes
oligbmeros poderiam ser responsaveis por sequestrar proteinas Gg/11 levando ao
desacoplamento entre Gg/11 € M1 (AbdAlla ef al., 2009a,b; Thathiah & De Strooper,
2009). A confirmacao destes dados permitird deduzir que a oligomerizacao de AT>

ou de outros GPCRs induzida por AP, e o consequente sequestro de proteinas G,
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pode resultar na modulagdo nao sé6 de M, mas de varios outros GPCRs, incluindo
MTRs. Além disso, alguns estudos em tecidos cerebrais post-mortem de pacientes com
AD sugerem que a expressao ou atividade de determinadas subunidades da proteina
G estejam alteradas (Cowburn et al., 1992; O’Neill et al., 1994).

Por fim, podemos ainda postular que A seja capaz de modular os processos
de tréfego e internalizagdo do receptor MTj, embora essa seja uma acdo ainda pouco
explorada de Af. De modo geral, os processos de internalizacdo de GPCRs envolvem
sua fosforilagdo por proteinas quinases de GPCRs (GRKs) e recrutamento de (-
arrestina. Apds internalizacdo, o receptor pode ser reciclado e voltar a membrana ou
ser direcionado para degradacdo lisossomal (revisto por Drake et al., 2006). O Gnico
exemplo desta situagdo mostra que APi14 induz a fosforilagdo do receptor Po-
adrenérgico por GRK2, resultando em internalizacdo e degradagdo do receptor na
dependéncia de arrestina 3 e dinamina (Wang ef al., 2011). Além disso, foi observado
que o hipocampo de individuos com AD apresenta maior expressao da molécula f3-
arrestina 2 do que individuos controle, embora os autores nao tenham explorado
essa descoberta com relacdo a possiveis efeitos modulatérios sobre a sinalizagdo de
GPCRs (Thathiah et al., 2013).

Diferentemente dos ensaios de ligacdo de melatonina aos MTRs, nos quais o
efeito de AP foi restrito ao peptideo Afi142 e ao receptor MTy, a sinalizagdo de
melatonina mediada por ambos MTRs foi afetada pelos dois fragmentos de Af.
Tanto APi40 quanto APi4 inibiram significativamente a fosforilacdo de ERK1/2
induzida por melatonina em células HEK293 expressando MT: ou MT». Interessante
notar que nos estudos a cerca dos MTRs, os efeitos de Afi4e foram mais
pronunciados do que os de Afi140, enquanto que sobre a glandula pineal Af140 foi

mais potente do que AP142 em inibir a producdo de melatonina.
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Os resultados obtidos nas células HEK293 expressando MT: e incubadas com
ambos peptideos e nas células MT;incubadas com peptideo APi40 sugerem que os
peptideos AP podem interferir na sinalizacdo intracelular desencadeada pela
melatonina independentemente da ligacdo do hormonio aos receptores permanecer
intacta, como demosntrado pelos ensaios de ligagdo nestas condi¢des. Para avaliar,
portanto, se este é um efeito generalizado de AP sobre a via de sinalizagdo da
ERK1/2, analizamos os efeitos dos peptideos sobre a fosforilagio de ERK1/2
induzida por isoproterenol em células HEK293 nao-transfectadas, que expressam o
receptor Pr-adrenérgico de maneira endégena. Nestas condices, AB140 € AP142 ndo
afetaram os niveis de P-ERK1/2, indicando, portanto, que o efeito inibitério é
especifico sobre a sinalizacdo desencadeada pela ativacao de MTRs.

A sinalizacdo induzida pela ativagdo de MTRs é geralmente mediada pela
proteina G; e em alguns casos também por Gq. (Mackenzie et al., 2002; Jockers et al.,
2008). Nas células HEK293 utilizadas, a ativacdo de ERK por melatonina pode ser
dependente das proteinas G; ou Gy, mas nao depende da B-arrestina (Ralf Jockers,
comunicacdo pessoal). Ja a ativagao induzida pelo receptor pr-adrenérgico envolve a
proteina Gs ou a B-arrestina (Shenoy et al., 2006). Dessa forma, a hip6tese discutida
anteriormente sobre um possivel desacoplamento do receptor a proteina G induzido
por AP também se aplica a estes resultados. Considerando que A atue
especificamente sobre determinadas subunidades de proteinas G, isso explicaria a
auséncia de efeito quando a via da ERK é desencadeada pelo receptor fo-
adrenérgico.

A familia das MAP quinases é classicamente divida em trés membros:
ERK1/2, JNK e p38. Nas células neuronais, JNK e p38 sdo geralmente associadas a

processos apoptoticos, enquanto que ERK1/2 estd envolvida na sobrevivéncia
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celular, proliferagio e diferenciagdo, embora sua participacdo em processos
neurodegenerativos também tenha sido demonstrada (Stanciu et al., 2000). Na
patologia de Alzheimer, existem diversos relatos comprovando o envolvimento das
MAPK nos processos relacionados a neurodegeneracao e, em geral, descrevem uma
exacerbacdo na ativacdo das trés vias das MAPK nos tecidos cerebrais,
frequentemente vinculada ao estresse oxidativo ou a uma agao direta do peptideo AP
(Zhu et al., 2001; Ghasemi et al., 2014). Entretanto, ao avaliar a integridade da via da
ERK1/2 em modelo animal de AD ou em células neuronais, ativando-a por
estimulos como dano tecidual ou fatores tréficos, observou-se que a presenca de AP
causa grande atenuagdo da resposta de ativagao de ERK1/2 (Chromy et al., 2003; Ma
et al., 2007), resultado semelhante aos obtidos no presente estudo em células HEK293.
Estes dados foram ainda confirmados em cultura de células primérias endoteliais de
ratos, que expressam ambos MTRs endogenamente e cuja ativacdo da via ERK1/2
também foi significativamente inibida pela incubagdo prévia com Afi4 ou Afia.
Isso demonstra a relevancia fisiologica dos efeitos de Af sobre MTRs e esta de
acordo com os dados supracitados a respeito da defasagem na via de sinalizacdo de
ERK1/2 em modelos de AD.

Ainda com relacao a sinalizacdo induzida por melatonina via seus receptores
de membrana, foi recentemente demonstrado que a formacdo de dimeros entre
MTRs pode induzir vias de sinalizagdo especificas, diferente das classicamente
observadas para cada receptor isoladamente (Baba et al., 2013). Um ntimero crescente
de evidéncias tem indicado que a organizacdo de GPCRs em complexos diméricos ou
oligoméricos pode gerar grandes modificagdes nas propriedades farmacolégicas e
nas caracteristicas funcionais dos receptores (AbdAlla et al., 2000; Prinster et al., 2005;

Kamal & Jockers, 2011, Tadagaki et al.,, 2012). Um bom exemplo disso é o
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heterodimero de MT: com o receptor 6rfao GPR50, um complexo que resulta em
grande reducdo na capacidade de ligacdo de agonistas a MT;, assim como na
ativacdo de sinalizacdo intracelular e no acoplamento da p-arrestina a este receptor
(Levoye et al., 2006; Jockers et al., 2008).

Com base nestas observacgdes e também no estudo previamente comentado
de Abdalla e colaboradores (2009a), que demonstrou que Af induz a formacao de
oligomeros de receptores AT, avaliamos se as alteragdes observadas na
funcionalidade dos MTRs induzidas por AP poderiam ser consequéncia da
facilitagdo ou inibigdo da propensdo de MT: e MT> em formarem dimeros entre si na
presenca de AP. Conforme os dados obtidos nos ensaios de BRET, Ap nao altera a
capacidade de MT; e MT> em formarem homo- ou heterodimeros entre si e, portanto,
podemos descartar essa hipdtese, embora outros possiveis candidatos a interagdo
com MTRs ndo foram analisados. Além disso, os dados do ensaio de BRET sugerem
ainda que os peptideos AP ndo modificam o estado conformacional dos receptores,
pois isso acarretaria em alteragdo dos sinais de BRET na presenca de AP. Por fim,
vale ressaltar também que, no trabalho realizado com o receptor AT, os oligomeros
foram observados em tecidos cerebrais de pacientes de AD ou de modelos animais
de AD e os autores concluiram que o efeito de Af na inducdo de oligomerizacao era
indireto, mediado pelo estresse oxidativo gerado na condicdo de AD (AbdAlla et al.,
2009a,b). Dessa forma, nao podemos descartar uma possivel modulagao no processo
de dimerizacao de MTRs em condicdes in vivo de AD, que sabidamente envolvem a
geracao de estresse oxidativo.

Independentemente de qual seja o mecanismo molecular responsavel pelas

agoes de AP sobre os receptores de melatonina, os dados obtidos indicam claramente

que AP exerce efeito inibitério sobre a sinalizacdo de melatonina mediada pela
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ativacao de MT; e MTz. A reprodutibilidade deste resultado em cultura de células
primarias que expressam MTRs constitutivamente demonstra ainda a relevancia
fisiolégica da modulacdo da atividade destes receptores por AP. Tais dados tornam-
se ainda mais importantes ao considerarmos que o efeito anti-apoptético de
melatonina sobre células imunocompetentes envolve a ativacdo de MTRs e a via de
sinalizacdo da ERK1/2 (Luchetti et al., 2009; Espino et al.,, 2013), e o efeito
neuroprotetor da melatonina em neurdnios cerebelares desafiados com a molécula
citotéxica LPS é totalmente abolido na presenca do antagonista de MT: e MT>,
luzindol (Pinato ef al., 2014). Dessa forma, a deficiéncia na sinalizacdo da melatonina
mediada por seus receptores pode representar um importante mecanismo na

vulnerabilidade neuronal induzida por Af.

3. Relevincia da disfuncdo do sistema melatonérgico

A grande maioria dos dados disponiveis na literatura a respeito da disfungao
do sistema melatonérgico remetem a alteracdes no sistema de temporizagdo interno e
geralmente sdo aceitas como consequéncia natural do envelhecimento. Entretanto, a
recente formulacdo do conceito do eixo imune-pineal por nosso grupo possibilitou
uma nova interpretagdo destes relatos. Sob o ponto de vista do eixo imune-pineal, no
qual a glandula pineal participa da resposta imune inata e é sensivel a presenca de
patégenos ou de mediadores inflamatérios, reducdes nos niveis plasmaticos de
melatonina assumem um novo significado, pois podem ser indicativos da vigéncia
de um quadro patolégico.

De acordo com as evidéncias que estabeleceram as bases do eixo imune-
pineal considera-se que, uma vez que a resposta imune inata é finalizada, a sintese

de melatonina pela pineal é restaurada. O fato de pacientes de AD apresentarem
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niveis significativamente reduzidos de melatonina plasmaética, aliado aos dados do
presente estudo que apontam para um efeito inibitério direto de A sobre a glandula
pineal, ampliam o conceito do eixo imune-pineal na medida que sugerem que a
producdo de melatonina pela pineal possa ser permanentemente prejudicada em
situagdes em que o estimulo inflamatdrio € mantido constante. Ainda com relagao ao
eixo imune-pineal, outra premissa é que a inibicdo da producao pineal de melatonina
é acompanhada pela sintese desta molécula em sitios extra-pineais, nos quais ird
auxiliar na resposta imune através de seus papéis antioxidante, citoprotetor ou
imunomodulador. Em uma situagdo de neuroinflamacao, foi verificado que a area
cerebral que produz mais melatonina - o cerebelo - é também a mais protegida
contra morte neuronal (Pinato et al., 2014). Porém, o bloqueio dos receptores de
melatonina com luzindol torna essas células susceptiveis aos efeitos citotoxicos do
LPS. O fato de Ap atuar tanto sobre a pineal quanto sobre os MTRs implica, portanto,
numa inibicdo também dos efeitos da melatonina de origem extra-pineal, agravando
a resposta inflamatoria e os danos neuronais.

Além do efeito neuroprotetor, a perda de outras fun¢des da melatonina pelo
bloqueio de sua sintese ou de seus receptores pode ter relevdncia especial ao
desenvolvimento de AD. Sobre este aspecto, destaca-se o efeito modulatério da
melatonina sobre receptores colinérgicos. Conforme ja apresentado anteriormente, a
perda da neurotransmissdo colinérgica é caracteristica predominante na patologia de
AD. Inclusive, o tnico tratamento disponivel atualmente para tentar retardar o
progresso da doenga é através do uso de drogas anti-colinesterasicas (donezepil,
galantamina, rivastigmina), que inibem a acdo da enzima que degrada a acetilcolina
(colinesterase) e, portanto, aumentam os niveis desse neurotransmissor nas fendas

sindpticas (Wilkinson et al., 2004). Foi observado que, de fato, os tecidos cerebrais
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provenientes de pacientes de AD apresentam numero reduzido de receptores
colinérgicos, principalmente dos receptores nACh o7 e a4pf2 (Nordberg, 2001;
Jurgensen & Ferreira, 2010). Além disso, também foi verificado efeito direto de Af
induzindo disfuncdo tanto do receptor mACh M (Flynn et al., 1991; Joseph et al.,
1993; Janickova et al., 2013), quanto de a7 (Liu et al., 2001; Salamone et al., 2014).

A comparagdo da resposta a nicotina em linhagens de camundongos que
produzem ou ndo melatonina (C3H e C57BL, respectivamente) indicou que esta
resposta apresenta uma variacdo ritmica dependente da presenca do hormonio
(Mexal et al., 2012). Essa relagdo também foi previamente demonstrada em diferentes
tecidos de ratos. A resposta de contragao do vaso deferente induzida pela ativagao de
receptores a7 pré-sinapticos por ACh, por exemplo, é potenciada pela melatonina,
sendo que esta também é uma resposta que apresenta ritmicidade dirigida pela
melatonina plasmaética (Carneiro ef al., 1991). Além disso, a presenca de melatonina
exdgena neste tecido induz um aumento na sensibilidade a nicotina, determinada em
ensaios de ligacdo (Markus et al., 1996). Efeito semelhante foi observado em
preparagdes de tecido cerebelar, no qual a liberagdo de glutamato induzida pela
ativacdo do receptor a7 também apresenta ritmo didrio dependente da melatonina
plasmatica (Markus et al., 2003). O envolvimento dos receptores colinérgicos nos
processos de aprendizado e memoria é bem conhecido e a ativacdo especifica do
receptor nACh a7 potencia a LTP no hipocampo (Chen et al., 2006). Dessa forma, a
relacdo entre a melatonina plasmaética e a resposta de receptores nicotinicos (Markus
et al., 2010) sugere que a disfungdo do sistema melatonérgico possa implicar em
aumento da disfuncdo na neurotransmissdo colinérgica em AD, agravando ou

acelerando os problemas de memoria. Esta proposicdo ¢é fortalecida ao

considerarmos alguns estudos nos quais o sistema melatonérgico foi propositalmente

113



DISCUSSAQO

inibido. Inibi¢do da sintese de melatonina pelo bloqueio da enzima HIOMT ou pela
condicdo de claro constante induz déficit na memoria espacial em ratos (Zhu et al.,
2004; Ling et al., 2009), e camundongos transgénicos que ndo expressam o receptor
MT:tém desempenho pior do que os camundongos selvagens em tarefas de memoria
(Larson et al., 2006).

Se por um lado esses dados apontam para provaveis consequéncias
prejudicais da disfungdo do sistema melatonérgico quanto a funcdo cognitiva, por
outro lado eles também sugerem possiveis aplicacdes terapéuticas da melatonina na
tentativa de prevenir este cenario. Diversos estudos ja demonstraram os efeitos
benéficos da melatonina sobre as alteragdes moleculares e comportamentais
relacionadas especificamente com AD (revisto por Rosales-Corral et al., 2012; Lin et
al., 2013). Experimentos in vitro demonstraram que a melatonina diminui a ativagao
da enzima glicogénio sintase quinase (GSK3), principal responsavel pela fosforilacao
de tau, atenuando portanto a hiperfosforilagdo desta proteina (Liu et al., 2002);
diminui a geracdo e acimulo de AP (Song & Lahiri, 1997; Lahiri, 1999; Olivieri et al.,
2001; Zhang et al., 2004; Wang et al., 2008); e inibe a formacao de agregados de A por
ser capaz de interagir diretamente tanto com Afi4 quanto APi4 e inibir a
conformagdo desses peptideos em folhas f§ (Pappolla et al., 1998, 2002; Poeggeler et
al., 2001; Skribanek et al., 2001; Masilamoni et al., 2008). Além disso, os papéis ja bem
conhecidos da melatonina como antioxidante (revisto por Pandi-Perumal et al., 2013)
e anti-inflamatéria (revisto por Reiter et al., 2000), principalmente devido a sua
capacidade de inibir NF-kB demonstrada nos mais diversos tecidos e inclusive na
pineal (Mohan et al., 1995; Lezoualc’h et al., 1998; Gilad et al., 1998; Beni et al., 2004;
Wang et al., 2004; Bruck et al., 2004; Tamura et al., 2009; Cecon et al., 2010), também

sdo protetores na condicdo de AD por limitarem a resposta neuroinflamatodria
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(Rosales-Corral et al., 2003; Shen et al., 2007; revisto por Pandi-Perumal et al., 2013). O
efeito neuroprotetor da melatonina contra a citotoxicidade de Ap, especificamente,
também ja foi demonstrado em linhagens de células neuronais e também de células
gliais (Feng & Zhang, 2004a,b; Radogna et al., 2009; Hoppe et al., 2010) e em estudos
in vivo (Shen et al., 2002; Matsubara et al., 2003; Rosales-Corral et al., 2003; Feng et al.,
2004a; Wang, 2009). Com relacdo a estes estudos in vivo, a administragdo de
melatonina exégena demonstrou-se eficaz na melhoria dos aspectos cognitivos em
modelos animais de AD (Feng et al., 2004a,b), na restauracdo da funcdo mitocondrial
(Dragicevic et al., 2011) e na reducdo da geracdo e deposicao de AB (Matsubara et al.,
2003; Lahiri et al., 2004). Por outro lado, em um estudo utilizando o mesmo modelo
animal de AD que o grupo de Matsubara, porém iniciando a administracdo de
melatonina somente aos 14 meses de idade dos animais, ou seja, quando a doenca ja
estava instalada, a melatonina nao foi capaz de remover as placas amiloides ja
existentes e nem de previnir a formagdo de novas placas, nao revertendo também a
resposta de estresse oxidativo (Quinn et al., 2005). Este dado torna explicito que a
eficicia da melatonina na melhoria das alteracdes moleculares patolégicas de AD
depende de uma intervengdo precoce, em que o organismo ainda esteja responsivo a
este hormonio.

Apesar de a grande maioria dos testes clinicos realizados com melatonina em
pacientes de AD tenham focado exclusivamente na melhoria de padrdes
comportamentais relacionados ao sistema circadiano, principalmente com relagao
aos distarbios do sono, a melatonina demonstrou-se benéfica na maioria dos casos
(Cardinali et al., 2010). Assim como o observado nos modelos animais, é muito
provavel que os estudos em que a melatonina ndo gerou efeitos significativos

correspondam a andlise de pacientes em estado j& bem avancado de AD. Essas
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evidéncias, aliadas as evidéncias da agdo direta de AP sobre os componentes do
sistema melatonérgico proporcionadas pelo presente estudo, corroboram a hipétese
de que a disfuncdo do sistema melatonérgico é progressiva e que, portanto, a
administracdo de melatonina com fins terapéuticos deve ser iniciada o quanto antes.
Embora o uso terapéutico da melatonina venha sendo sugerido ha muitos
anos (Brusco et al., 1998, 2000; Cardinali et al., 2010; Cecon & Markus, 2011), nota-se
que ainda faltam alguns consensos para a criacdo de protocolos clinicos eficazes,
principalmente no que tange a concentracdo de melatonina a ser administrada, a
forma de administracdo e em qual momento iniciar essa intervengdo. Com base no
que foi exposto na segdo anterior, torna-se nitido que o bom funcionamento do
sistema melatonérgico é condicao sine qua non tanto a manutencdo das propriedades
cognitivas e protecao neuronal, quanto a eficidcia do uso terapéutico da melatonina.
Além do mais, a verificagdo de que individuos idosos considerados estritamente
saudaveis e que ndo fazem uso de nenhum medicamento apresentam ritmos de
producao hormonal de melatonina compativeis aos de individuos jovens (Ohashi et
al., 1997; Zeitzer et al., 1999; Ackermann & Stehle, 2006; Bedrosian & Nelson, 2012),
corrobora a hipétese de nosso grupo de que alteragdes no sistema melatonérgico nao
sdo parte de um envelhecimento sauddvel, mas sim consequéncias de modulacgao
negativa direta da atividade da pineal pela ativacdo do eixo imune-pineal. Seguindo
este mesmo raciocinio, pode-se supor inclusive que um protocolo de reposicdo
hormonal de melatonina, com o intuito de manter seu padrdo ritmico e em
concentragdes fisioldgicas, seja talvez uma aplicagdo mais eficaz da melatonina, com
papel preventivo ao desenvolvimento de processos neurodegenerativos. Além disso,

o desenvolvimento de farmacos que impecam os efeitos inibitérios de A sobre a
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funcionalidade dos MTRs também pode ter valor terapéutico nos estdgios iniciais de
AD.

Por fim, o fato de a inibicdo da producdo de melatonina ter sido observada
com baixas concentragdes de Af140 (0,03 uM) pode significar que a glandula pineal é
capaz de detectar as primeiras alteracdes moleculares vinculadas ao
desenvolvimento de AD, o que esta de acordo com a deteccao de queda na producao
de melatonina nos estdgios iniciais assintoméaticos da doenca (Wu et al., 2003). Este
dado da acado direta de AP sobre a pineal reforca, portanto, a sugestao de que essa
medida hormonal possa compor um biomarcador, em conjunto com outros fatores,
de relevancia ao estabelecimento de protocolos para diagndstico precoce de AD,

ainda inexistentes.

4. Consideragoes finais

Os dados obtidos no presente trabalho indicam que o sistema melatonérgico é
um alvo direto do peptideo f-amiloide. Atuando sobre a glandula pineal, tanto AP140
quanto Afi4 inibem a producdo de melatonina. O mecanismo de agdo de Afi4o
nesta inibigdo envolve a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB, o que resulta em
diminui¢do da transcricdo génica e fosforilagdo da enzima AA-NAT, sem alteracdo
na expressao da enzima HIOMT. Concomitantemente, esta ativacdo de NF-«xB induz
uma resposta inflamatéria na glandula pineal, que passa a expressar uma grande
variedade de proteinas envolvidas na sinalizacdo e propagacdao desta resposta
inflamatoéria. Além disso, é possivel que este efeito observado com estimulacao
aguda de AP torne-se cronico, na medida em que induz a expressdo de diversas
outras moléculas inflamatdrias que também sdo capazes de inibir a producdo de

melatonina. Complementarmente, foi observado que os receptores de melatonina
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também sao alvos diretos de AP. A disponibilidade do receptor MT; é diminuida na
presenca de Af14, enquanto que a sinalizagdo pela P-ERK1/2 evocada pela ativagao
tanto de MT; quanto de MT; é inibida por ambos fragmentos de Af. Nas condigdes
testadas, a formacao de dimeros entre esses receptores ndo é afetada por Af, embora
tais dados ainda precisem ser confirmados em situagdes de expressao enddgena dos
receptores e também com relagdo a outros receptores passiveis de formar complexos
diméricos com os MTRs. Os resultados obtidos estao esquematizados na figura 20,
onde consta também alguns dados da literatura e as hipéteses discutidas com relagao
as consequéncias da inibicdo do sistema melatonérgico por Af.

Em suma, tais dados proporcionam um melhor entendimento dos
mecanismos moleculares relacionados a disfuncdo do sistema melatonérgico, bem
documentada em pacientes com AD, demonstrando pela primeira vez que os
peptideos Ap atuam diretamente sobre os componentes deste sistema e compromete
suas fungdes. Além disso, esses resultados propdem ainda uma reflexao sobre o uso
terapéutico da melatonina, cuja eficicia parece depender de uma intervengao
precoce, ainda nos primeiros estdgios de AD. Para isso, faz-se necessario ainda o
desenvolvimento de métodos diagnéstico capazes de detectar as primeiras alteragdes
moleculares relacionadas a AD e, também neste caso, o uso da melatonina como um

dos possiveis biomarcadores também é promissor.
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Figura 20 - Esquema ilustrativo dos efeitos de Af sobre o sistema melatonérgico. 1) AP
ativa receptores TLR4 na glandula pineal, induzindo cascatas de sinalizagdo intracelular (2)
que resultam na translocacao nuclear de NF-«xB. 3) Dimeros p50/RelA ativados por Afi4 na
pineal induzem a transcricdo de diversos genes inflamatodrios, tais como os que codificam as
citocinas IL-6, IL-2, IL-10, IFN-y, G-CSF e os receptores TLR, TNFR e IL-1R. A expressdo
proteica de TNF e iNOS também é aumentada nas pineais incubadas com Af140. 4) Dimeros
de NF-xB p50/p50 inibem a expressdao génica de Aanat, resultando em menor expressao e
ativagdo desta enzima-chave a sintese de melatonina. 5) Pineais incubadas tanto Af1.40 quanto
AB1.42 produzem menos melatonina, o que leva a diminui¢do na concentracdo plasmatica
deste hormonio. 6) Af142 reduz a ligagao de melatonina ao receptor MT1, mas nao interfere na
ligacdo a MT> (7). A ativacdo de MT; e MT> por melatonina ativa a via de sinalizacdo da
ERK1/2 resultando em aumento de ERK1/2 fosforilada (P-ERK1/2), e tanto APi40 quanto
AP1.4 inibem esse aumento de P-ERK (8). A disfun¢do do sistema melatonérgico pode ter
consequéncias relevantes ao desenvolvimento de AD, tais como disfun¢do circadiana
generalizada, aumento na producao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, diminuigao
dos processos neuroprotetores e diminuicdo da funcionalidade de receptores nACh a7. Por
fim, todos esses aspectos podem favorecer os processos neurodegenerativos e contribuir para

a instalagdo e progressdo de AD.
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O presente trabalho possibilitou as seguintes conclusdes:

1) O peptideo AP interage com a membrana plasmatica de pinealdcitos;

2) Tanto APi4 quanto APi4 inibem a producdo de melatonina pela glandula

pineal por inibir a expressdo génica e fosforilacdo da enzima AA-NAT;

3) A cascata de sinalizacdo intracelular desencadeada por Api.4 na glandula pineal

resulta em ativacdo da via NF-kB, com translocacdo nuclear dos dimeros

p50/p50 e p50/RelA;

4) Inibicao da atividade de NF-kB impede o efeito inibitério de Afi.40 sobre a

producao de melatonina pela pineal;

5) APi4 induz a expressdo de uma grande variedade de genes inflamatérios

relacionados a via TLR/NF-kB, como interleucinas e enzimas;

6) ApPi14 reduz a disponibilidade de receptores MTi1, mas ndo de MT>, em células

HEK?293;

7) Tanto APi140 quanto Afi4 inibem a sinalizacdo pela via da ERK1/2

desencadeada pela ativagdo de MT; ou MT> por melatonina em células HEK293

e em cultura de células priméria endoteliais;

8) Os mecanimos de agdo de Af sobre a ligacdo de melatonina ao receptor MT; e

sobre a sinalizacdo da melatonina por ambos receptores, nas células HEK293,

nao envolve alteragdes na formacgdo de homo- ou heterodimeros entre MT;

MTo.

ou
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RESUMO

A doenca de Alzheimer (AD) é a doenca neurodegenerativa relacionada ao
envelhecimento mais frequente no mundo. Uma das caracteristicas moleculares de
AD é a produgao exacerbada de peptideos beta-amiloide (Ap), principalmente dos
fragmentos de 40 e 42 aminodcidos (APi4w e Afi14). AP induz respostas
neuroinflamatorias e alteragdes moleculares relacionadas a perda sindptica e morte
neuronal. Diversos relatos mostram que pacientes de AD apresentam reducdo na
concentracdo plasmética de melatonina, hormoénio produzido pela glandula pineal e
também alteracdo na expressao dos receptores de melatonina, mas os mecanismos
envolvidos ainda ndo sdo conhecidos. De acordo com o conceito do eixo imune-
pineal, agentes inflamatorios sdo capazes de atuar diretamente sobre a glandula
pineal e inibir a sintese de melatonina. No presente estudo investigamos, portanto, se
o peptideo AP atua diretamente sobre o sistema melatonérgico, modulando a sintese
de melatonina ou a fung¢do de seus receptores. Pineais em cultura tratadas com Api.40
ou APi4 apresentaram reducdo na producdo de melatonina. Af140 ativou a via do
fator de transcricdio NF-kB na pineal, resultando em aumento da transcricao de
diversos genes inflamatérios, como interleucinas e quimiocinas, e inibicao da
expressdao da enzima arilalquilamina N-acetiltransferase, essencial a sintese de
melatonina. Em células HEK293 expressando estavelmente receptores MT; ou MT:
recombinantes, a ativacao da via ERK1/2 pela melatonina foi inibida tanto por Afi40
quanto por Afie. O mesmo efeito inibitério foi observado em células endoteliais
primarias que expressam MT; e MT> constitutivamente. O presente trabalho mostra
que a sintese de melatonina pela pineal e a fungdo dos receptores de melatonina sao
diretamente regulados por Af, o que amplia nossos conhecimentos a respeito dos
efeitos prejudiciais de AP. Considerando que a melatonina tem propriedades
neuroprotetora e antioxidante, a disfuncao do sistema melatonérgico pode contribuir

para os processos neurodegenerativos que ocorrem na patologia de AD.
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Alzheimer’s disease (AD) is the most common age-related neurodegenerative
disorder worldwide. Excess of amyloid beta peptides (Af), composed mainly by 40
and 42 aminoacids-long fragments (APi40 e APi42) is a molecular hallmark in AD.
Ap-induced neuroinflammatory responses and molecular changes are related to
synapse impairment and neuronal loss. It is well documented that AD patients show
impaired melatonin synthesis, the pineal gland-derived hormone, and altered
expression of melatonin receptors, but the underlying mechanisms remain unclear.
According to the immune-pineal axis concept, inflammatory mediators act on the
pineal gland, leading to inhibition of melatonin synthesis. Therefore, in the present
study we sought to investigate whether Af directly targets the melatonergic system,
modulating melatonin synthesis and/or melatonin receptors function. Pineal glands
cultured in the presence of Af1.40 or APi42 showed reduced melatonin production.
AB140 activated the nuclear factor kappa B (NF-xB) pathway in the pineal gland,
leading to up-regulation of several inflammatory genes, as interleukins and
chemokines, and inhibition of the arylalkylamine N-acetyltransferase enzyme
expression, the key enzyme in melatonin synthesis. In HEK293 cells stably
expressing recombinant melatonin MT: or MT> receptors melatonin-induced ERK1/2
activation was markedly impaired by AB140 and Af1.42. Similar results were obtained
in primary culture of endothelial cells expressing melatonin receptors endogenously.
The present study shows that melatonin synthesis and melatonin receptors function
are directly impaired by Af, thus extending our understanding on the detrimental
effects of Af. Because melatonin shows neuroprotective and antioxidant properties,
impairment of the melatonergic system may contribute to the neurodegenerative

processes that take place in AD.
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