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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 vdo 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 expressdao dos receptores de
melatonina em algumas &reas encefdlicas. Ampliar o entendimento dos mecanismos
de acdo que mediam a disfuncdo 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 doenga. 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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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 sao
bilaterais, e pela sua posicdo 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, ja 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 ligacdo 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 observagao de que extratos de pineais

de bovinos alterava a coloracdo da pele de anfibios. Na década de 50, o
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dermatologista Aaron B. Lerner isolou o composto ativo presente nestes extratos e o
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 produgédo e até mesmo o caréter 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 o6rgdo 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).
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CORPO PINEAL

}- CORPO CALOSO
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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 estacdes 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-hipotalamico a informagdo luminosa captada pela retina é
transmitida aos ntcleos 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,
16



INTRODUCAO

passando pela coluna intermédio lateral da medula. Essa informagdo 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,
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portanto, resultante da regulacdo transcricional (no caso de roedores) ou poés-
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 @3-
adrenérgica, via sinalizacdo pela proteina G4 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
hidroxilado a 5-hidroxitriptofano (5-HTP), cuja descarboxilagdo da origem a
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.
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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 sinalizacdo 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 fungio
reprodutiva as estacdes do ano (Reiter, 1980). Como diferentes espécies apresentam
diferentes épocas de reproducdo, o efeito da melatonina sobre a reprodugdo 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
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verificados em alguns organismos primitivos, embora os dados a esse respeito sejam
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, fotorrecepc¢do 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

21



INTRODUCAO

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
al., 2007). A produgdo 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
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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
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 a¢ao da melatonina
Uma molécula com tanta variedade de efeitos como a melatonina também

apresenta uma grande diversidade de mecanismos de agdo. A melatonina exerce
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seus efeitos principalmente pela ativacdo de receptores de membrana de alta
afinidade, mas também apresenta capacidade de ligacdo a diversas moléculas
intracelulares, acarretando em modulagdo de cascatas de sinalizacdo. Além disso,
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 melanoéforos (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 &
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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
aves e as presentes no cérebro de roedores, os receptores de melatonina foram
inicialmente subdivididos em duas classes: ML1 e ML, (Dubocovich, 1988).

O receptor de melatonina de sapo, que apresenta caracteristicas
farmacologicas da classe 1 dos receptores de melatonina (ML1), 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 MLi, 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
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acordo com alguns estudos filogenéticos, acredita-se que seja o ortélogo do receptor
Meli. de ndo-mamiferos (Dufourny et al., 2008).

Os receptores MT1 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),
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
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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&
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
farmacolégicas 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
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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
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
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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 imunoldgico: 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
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, ¢ 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
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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
bactérias gram-negativas, e também em condicdo in vivo, na qual a concentragao
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
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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
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 imunoldégico, 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
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pode ter sua atividade biossintética modulada em determinadas situagdes de injuria,
independentemente do ciclo claro/escuro ambiental. Essas intera¢des 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
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 transcricio NFKB

O mecanismo de a¢do de TNF, LPS e corticosterona na modulagio 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
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que sua inibicdo 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-«B 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
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
nucleo e ligam-se as sequéncias promotoras responsivas a este fator nos diversos

genes-alvo. Classicamente, a translocacdo nuclear de NF-kB obedece a um padrao
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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
ativacao 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
producdo pineal e extra-pineal de melatonina na presenca de um mesmo estimulo

patogénico ou inflamatdério, conforme esquematizado na figura 4.
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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 produgdo 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 retroalimentacao 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 neuroprotecao (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 proliferacdo 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 sdo 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 amiotréfica, sendo que todas elas tém em comum uma vulnerabilidade
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neuronal em areas cerebrais especificas e depdsitos de proteinas em conformacdes
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 madaltiplas 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
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novelos que podem estar relacionados a defasagem sindptica da AD (Cérdenas et al.,
2012).

Muitos trabalhos relatam que a concentragao 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
expressdo 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
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e alteracdes 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
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
transmembranica encontrada preferencialmente nas terminacdes nervosas. Os
fragmentos de p-amiloide compostos de 40 a 42 aminodcidos (APi4w 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
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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
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
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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
neurotdxicos 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.,
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
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al., 2006; Jurgensen & Ferreira, 2010), e de inibir a potenciacdo de longa duracao
(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
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
transcricdo 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
AP 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
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relacdo  causa/consequéncia, certamente contribui para o0s  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 formulagao 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
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.

44



CONCLUSOES

g, ; | C
De certo modo tudo deve estar serndo- o gue e. /.. . Zue comeca no gue nunca
PN o N ) / ) o 73 ' ) y /
comegol porque sempre cral O era anles de sempre? Jigo-me a esta ausénca vlal
e LQUOCRESCO~11e todo / Ny Redondo sem tnicio nem Jun, el sow o porlo arles o

/0 ¢ (14)/}()///(()/}/(//1

Clarice Lispector

45



CONCLUSOES

CONCLUSOES

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 fosforilacao 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 MT1, 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 formacdo de homo- ou heterodimeros entre MT; ou

MTo.
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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 plasmatica 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 Afi.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 disfuncdo do sistema melatonérgico pode contribuir

para os processos neurodegenerativos que ocorrem na patologia de AD.
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ABSTRACT

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.
AB-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 A 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 AB. 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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