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Resumo

Em trabalho anterior verificamos que neutrdéfilos oxidam o horménio melatonina
a N'-acetil-N%formil-5-metoxiquinuramina (AFMK), numa reacdo catalisada por
mieloperoxidase e dependente de anion superéxido. Neste trabalho acompanhamos
a cinética de formacdo de AFMK e de seu produto de deformilacdo N*-acetil-5-
metoxiquinuramina (AMK) quando neutrofilos foram ativados por diferentes
estimulos. No sentido de obtermos informagfes sobre a relevancia biologica destas
reagOes, avaliamos o efeito de melatonina, AFMK e AMK sobre a formagéao de HOCI,
sobre a liberacdo de citocinas proé-inflamatérias (TNF-a e IL-8) e sobre a apoptose
de neutréfilos. Uma forte inibicdo da liberacdo de HOCI foi observada em
concentracdes de melatonina igual ou superior a 0,05 mM. Embora menos efetivo,
AMK também inibiu a formacdo de HOCI, enquanto AFMK nédo teve efeito.
Adicionalmente mostramos que todos estes compostos inibiram a producao de TNF-
a e IL-8 por neutréfilos ativados e que AFMK foi o mais potente deles. Por exemplo,
enquanto 1uM de AFMK inibiu eficientemente a liberacdo de TNF-a., efeito similar foi
obtido com melatonina apenas a partir de 1ImM. O mesmo padrdo de resposta foi
observado na morte celular. AFMK e AMK (1mM), mas ndo melatonina, inibiram
significativamente (aproximadamente 25%) a morte celular de neutréfilos. Nossos
dados sugerem que neutréfilos sdo um alvo importante para AFMK e que a rota de
metabolizacdo da melatonina pode ser Gtil no controle da intensidade do processo
inflamatério através do consumo de ERO, controle da liberacdo de citocinas e da
sobrevida dos neutrofilos. Este conjunto de dados associados com o fato de que
células mononucleares ativadas sintetizam melatonina e que o foco inflamatoério é
uma fonte de espécies reativas de oxigénio (ERO), levou-nos a verificar se a
oxidagdo de melatonina ocorreria in vivo em situagfes inflamatoérias. Para isso,
analisamos amostras de liquor de pacientes com meningite viral. AFMK foi detectado
em 16 das 20 amostras de liquor de pacientes com meningite viral e em nenhuma
das 8 amostras controle. Das 16 amostras nas quais AFMK foi detectado, ele pbéde
ser quantificado em 6 (concentragfes variando de 50 a 500 nM). Adicionalmente
analisamos a correlagcdo entre a presenca de AFMK com alguns parametros
inflamatorios como: celularidade, concentracdo de proteinas totais, TNF-a, IL-8 e IL-
1pB. Verificamos que todos estes pardmetros diminuiram nas amostras de liquor onde

a concentracdo de AFMK era maior. Em conjunto, nossos resultados mostram que



pelo menos parte dos efeitos antiinflamatérios descritos para melatonina pode ser
originado da acédo de seus produtos de oxidacdo. Nossos resultados contribuem
significativamente para a compreensao do papel biolégico da melatonina e seus

produtos de oxidacdo na imunomodulacdo durante a inflamacéao.



Abstract

In a previous study we described that activated neutrophils are able to oxidize the
pineal hormone melatonin to N*-acetyl-N-formyl-5-methoxykynuramine (AFMK) in a
reaction dependent on myeloperoxidase and superoxide anion. Here we followed the
formation of AFMK and its deformylated product N!-acetil-5-metoxiquinuramina
(AMK) when neutrophils were activated by different stimuli. The biological
significance of this reaction has been one of our research interests, therefore we
study the effect of melatonin, AFMK and AMK on the HOCI formation, on the release
of pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IL-8) and on the apoptosis process.
Melatonin caused an almost complete inhibition of HOCI formation at concentrations
up to 0.05 mM. Although less effective, AMK also inhibited HOCI formation, while
AFMK had no effect. Additionally all the compounds assayed efficiently inhibited the
production of TNF-a. and IL-8 by activated neutrophils. Moreover, the inhibitory
activity of AFMK was stronger than that of melatonin and could be observed already
at 1uM. A significant inhibition of neutrophil death (approximately 25 %) was
triggered by AFMK and AMK (1 mM) but not by melatonin. Our data suggest that
neutrophils are an important target for AFMK and that the route of melatonin
metabolism may be useful in controlling the intensity of the inflammatory process by
the consumption of reactive oxygen species, control of cytokine production and
neutrophils life span. These findings, associated with the efficient synthesis of
melatonin by activated-mononuclear cells and the presence of reactive oxygen
species in the inflammatory focus, led us to verify if inflammation triggers the
oxidation of melatonin in vivo. In this way we analyzed the cerebrospinal fluid (CSF)
of patients with meningitis. AFMK was detected in 16 CSF from 20 samples of
patients with viral meningitis and in none of 8 control samples. From the 16 samples
in which AFMK was detected, it was quantified in 6 (at the concentration range of 50
— 500 nM). We also analyzed the correlation between the presences of AFMK with
some inflammatory parameters like: cellularity and concentration of total proteins,
TNF-a, IL-8 and IL-1B. We verify that all these parameters were decreased in
samples in which AFMK was in higher concentrations. Our results show that, at least
part of the antiinflammatory effects described for melatonin is indeed caused by its
oxidation product. These findings add a new insight in the comprehension of the



biological role of melatonin and its oxidation products in immunomodulation and

during inflammation.
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1. Introducéo

Melatonina, horménio sintetizado na glandula pineal, possui uma fungéo chave
na sinalizagdo neuroendocrina e na sincronizagao de ritmos bioldgicos (1). Embora
muito pouco seja conhecido sobre a agcdo de melatonina em leucécitos, existem
também evidéncias de que este composto tenha propriedade imunomodulatéria. Em
um trabalho anterior, mostramos que neutréfilos ativados oxidam melatonina a N'-
acetil-N*formil-5-metoxiquinuramina (AFMK) (2). A partir deste trabalho temos
considerado a possibilidade de que a oxidagdo de melatonina por células do sistema
imune represente uma via alternativa de metabolizagdo de melatonina,
especialmente ativa na inflamacéo.

Além de representar uma rota de metabolizagdo de melatonina, esta reacao
pode contribuir para a formagado de compostos biologicamente ativos. O AFMK, e
produtos secundarios, tem estrutura semelhante as quinureninas originadas da
oxidagdo de triptofano (3) e que possuem uma série de atividades biologicas
importantes (4,5). Deste modo, propusemos como hipotese que a oxidacdo de
melatonina representaria parte dos fendbmenos locais desencadeados pelo processo
inflamatério e que AFMK e analogos seriam alguns dos compostos
imunomodulatorios gerados nesse processo. Para tanto, avaliamos: a participagao
da melatonina e de seus produtos de oxidagao sobre a fungdo de neutréfilos, que
sao células chave na inflamagao capazes de produzir ERO e varias citocinas (6-11),
e a presenca de AFMK em fluidos inflamatérios, assim como seus efeitos in vivo.

Os topicos desta introducido detalham temas que subsidiam a compreenséo do

nosso trabalho.



1.1. Melatonina

Dentre os varios horménios secretados e liberados na circulagdo sanguinea
estd o horménio produzido pela glandula pineal, a melatonina (N1-acetil-5-
metoxitriptamina). A glandula pineal exerce influéncias regulatérias importantes em
vertebrados devido a secrecdo deste horménio. Melatonina, como todos os
hormdnios, exerce sua acdo em concentracdes séricas extremamente baixas. A
concentragdo de melatonina no plasma € baixa durante o dia (1-6pg/mL) e alta a
noite (200-300pg/mL), o que define um ritmo diario para melatonina (12,13).

Melatonina € uma molécula anfipatica e devido a esta propriedade pode
penetrar em todas as membranas biolégicas, podendo chegar até alguns fluidos
biolégicos como: saliva (14), sémem (15), bile (16) e liquido cefaloraquidiano (LCR)
(17,18), sendo nos dois ultimos fluidos encontrada em quantidades maiores que no
sangue (13). Nas células a melatonina pode atuar sobre receptores de membrana ou
modificar diretamente reagdes que ocorrem no interior das células ou ainda se ligar
a receptores presentes na membrana nuclear. A presenca de receptores em
membranas celulares confere especificidade de acdo, além de permitir que a
resposta fisiolégica ocorra em concentragées muito baixas na faixa de picogramas
por mililitro (19). Sitios de ligacdo de melatonina foram descritos em varios tecidos
periféricos de diferentes espécies, tais como: retina (20), gbnada (21), trato
gastrointestinal (22) e varios tecidos neoplasicos (23). Estudos ainda apontam para
a presenga de receptores para melatonina em linfocitos T (24), neutréfilos (25) e
mondcitos (26). O efeito da melatonina parece ndo depender somente da sua
concentracdo, mas também do tempo de exposicdo deste hormdnio aos tecidos e da
sensibilidade dos receptores da melatonina, a qual parece variar em fungdo da hora
do dia (12).

Estudos dos possiveis papeis fisiolégicos da melatonina relatam o seu efeito
sobre a pigmentagao (fenbmeno que nao ocorre em mamiferos), sobre a maturagéo
das gbénadas (pode participar do controle da reprodugédo no homem), além de atuar
sobre o0 sono nos seres humanos (12). Este horménio é importante em varias
fungdes fisioldgicas essenciais associadas com ritmo circadiano e sazonal (12, 13).
Devido a possivel alta concentracdo de melatonina em alguns tecidos, pode-se
imaginar que além de uma fun¢cdo hormonal classica, isto &, ligagdo com receptores
e desencadeamento de sinalizagao celular para respostas especificas, a melatonina

possa apresentar atividades adicionais. Como a melatonina € um bom doador de



elétrons e reage eficientemente com oxigénio singlete (27), radicais hidroxila (28,29),
peroxinitrito (30,31) e possivelmente outras espécies reativas de oxigénio (ERO) e
espécies reativas de nitrogénio (ERN) (32), uma das propostas para alguns de seus
efeitos poderia estar associado a sua capacidade em sequestrar radicais livres (33-
36). A melatonina também pode atuar indiretamente como um antioxidante, como
exemplo temos que melatonina estimula a expressdo génica das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (37,38,39), catalase (39,40) e glutationa
peroxidase (39,41) e protege contra diversos agentes oxidantes (42,43).

Além destas fungdes, este hormdnio pode desempenhar algumas outras
funcdes estratégicas. Na verdade varios efeitos sobre a produgao de o6xido nitrico
(44,45,46), ativacdo de leucdcitos (47) e produgdo de citocinas (48,49,50) foram
observados. Melatonina também pode inibir a apoptose em varios tecidos (51,52)
além de influenciar o sistema imune de varias formas (53,54,55). Em mondcitos, a
melatonina induz a secreg¢ao de interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), ativa a
formagado de intermediarios reativos de oxigénio e a citotoxicidade contra células
tumorais (26,47). Assim melatonina poderia participar dos processos inflamatorios
como um imunomodulador (56,57). Apesar de inumeros efeitos relatados, o
mecanismo de agdo da melatonina e seus produtos de oxidagdo sobre o sistema
imune ndo esta ainda esclarecido.

O aminoacido L-triptofano é o precursor da melatonina. Este aminoacido é
captado ativamente pelas células da glandula pineal (58,59) e convertido a
serotonina através de duas reacgdes catalisadas respectivamente pelas enzimas
triptofano hidroxilase e 5-hidroxitriptofano descarboxilase presentes na glandula
pineal. A seguir, N-acetilagdo, catalisada pela enzima N-acetiltransferase (60) e a
posterior metilagdo pela hidroxindol-o-metiltransferase (61), produzirdo melatonina
(Esquema-1). Durante muito tempo se considerou que o hormdnio melatonina era
exclusivamente sintetizado pela glandula pineal. Estudos mais recentes descrevem
a sintese extrapineal de melatonina. Assim, células da linhagem monocitica (62),
linfocitica (63) e macrofagos peritdneais de ratos (64) tém enzimas necessarias para
a sintese deste horménio e altas concentracdes deste foram relatadas por exemplo

em medula 6ssea (65).
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Esquema-1: Representagao esquematica da biosintese de melatonina a partir de triptofano.

Nao existem evidéncias de que a melatonina seja estocada na glandula pineal,
a melatonina produzida é liberada diretamente na corrente sanguinea e
aproximadamente 50-70% da melatonina circula na corrente sanguinea ligada a
albumina. A inativagdo da melatonina ocorre principalmente no figado, onde é
convertida a 6-hidroximelatonina pelo sistema do citocromo P-450, seguida de
conjugagao com sulfato ou glucoronato e posterior excregao na urina. No sistema
nervoso central uma parte da melatonina pode ser convertida a AFMK (66)
possivelmente através de clivagem oxidativa do anel inddlico catalisada por enzimas
como a indolamina-2,3-dioxigenase (IDO), seguida de deformilagdo formando AMK,
por acao da enzima formamidase (assim como ocorre no metabolismo do triptofano)
(1). Outras vias metabdlicas menos importantes, que ocorrem em diversos tipos
celulares, levam a formacado de N-acetilserotonina e de 3-hidroximelatonina ciclica
(67) (Esquema-2).
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Esquema-2: Representacdo esquematica de vias metabdlicas de melatonina.

A formacdo de AFMK também pode ocorrer por foto-oxidacdo da melatonina
(68), por reagao da melatonina com oxigénio singlete (27), reagdo com peroxido de
hidrogénio (69), reacdo com radical hidroxila (28,29), ou peroxinitrito (30,31)
formando um cation radical que reagindo com anion superoxido leva a formagéo de
AFMK. Da mesma forma AMK pode ser originado enzimaticamente, in vitro pela
catalase (69) e esterase (66). Trabalhos do grupo mostraram ainda que melatonina

pode ser oxidada por neutréfilos e células mononucleares ativados in vitro numa



reagdo que envolve mieloperoxidase (MPO) e O; levando a formagdo de AFMK

(2,70) (Esquema-3).
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Esquema-3: Representacdo esquematica de possiveis vias enzimaticas e quimicas de

formagéo de AFMK a partir de melatonina (75).

Trabalhos apontam para a possibilidade de que compostos do tipo quinurenina,
originados da clivagem do anel inddlico, tenham por si mesmos efeitos bioldgicos.
Como exemplo, temos que a melatonina e algumas quinureninas parecem modificar
a atividade de oxido nitrico sintase neuronal (nNOS) (71) e que AMK seja um
potente inibidor da biosintese de prostaglandinas (72). A agao de quinureninas pode
ser mais intensa do que a propria melatonina (72,73,74). Mais recentemente foi

observado que tanto AFMK como AMK atuam como potentes antioxidantes (75,76).

1.2. Inflamagéo, Fagocitose, Sistema NADPH Oxidase e Burst Oxidativo
O dano tecidual desencadeia uma sequéncia de eventos complexos
conhecidos como resposta inflamatéria. Estes eventos s&o iniciados pela liberagao
de uma variedade de mediadores inflamatérios como, fator de ativacédo plaquetaria

(PAF), leucotrieno B4 e varias citocinas, do local da lesdo em diregdo a corrente



sanguinea, os quais induzem o aumento da expressao de moléculas de adeséo na
parede do endotélio vascular e consequentemente o aumento do fluxo sanguineo e
da permeabilidade capilar, resultando na migracdo de células sanguineas para a
area da leséao.

A inflamagao normalmente é dividida em aguda e crénica. A inflamagao aguda
tem uma duragédo efetivamente curta, de minutos a alguns dias, e suas principais
caracteristicas s&o a exudacao de liquidos e proteinas plasmaticas e a migragao de
leucocitos, predominantemente polimorfonucleares (77).

Os neutrdfilos sdo os leucécitos polimorfonucleares mais abundantes na
circulagao sanguinea e sao as primeiras células a migrar para o sitio inflamatdrio.
Estas células apresentam uma fungdo central na defesa do hospedeiro durante o
processo inflamatério porém, podem também contribuir para a destruicdo de tecidos
(78). Isto ocorre devido ao extravasamento de produtos toxicos para o meio
extracelular.

Quando recrutados para o local da lesdo, os neutréfilos apresentam a
capacidade de englobar microorganismos e/ou fragmentos do tecido danificado por
um processo denominado fagocitose que tem por objetivo eliminar o patégeno (79).
A atuacdo bactericida ou fungicida de neutréfilos depende da ocorréncia de dois
processos concomitantes durante a formagao do fagolisossomo: a formagao de ERO
através da ativagdo do sistema NADPH oxidase e a liberagdo de proteinas
enzimaticas ou microbicidas de granulos citoplasmaticos. Para a eliminagcdo de
patdgenos extracelulares que ndo podem ser fagocitados, existe a necessidade da
liberagdo de enzimas lisossomais (80).

A fagocitose é precedida pela ligagdo do patdégeno a receptores presentes na
membrana desta célula. Apés o reconhecimento do agente invasor, ocorre a
organizacdo de um sistema complexo denominado NADPH oxidase, composto por
proteinas citosdlicas (p40°", p47°"* e p67°"*) e de membrana, também conhecido
como citocromo bsss, (p22°"* e gp91°"*). Participam ainda deste complexo outras
duas proteinas de baixo peso molecular a Rac 2, e a Rap1A. A organizacédo deste

sistema ocorre através da fosforilagdo do componente citosdlico p47P"

, pela
proteina C quinase, resultando na migracdo do complexo citosolico para a
membrana plasmatica da célula ou das vesiculas secretorias e granulos
citoplasmaticos. O acoplamento de todos os componentes a membrana forma o

complexo cataliticamente ativo (80,81) (Esquema-4)
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Esquema-4: Organizagdo do sistema NADPH oxidase quando fagdcitos sdo estimulados
(80).

O sistema NADPH oxidase catalisa a produgdo de O; através da redugio

unieletrénica do oxigénio molecular, utilizando NADPH como doador de elétrons (82)

(reagdo 1). Embora o O; gerado tenha baixa atividade microbicida ele dara origem a

outras ERO como H>,0O, e HOCI com atividade microbicida maior.

2 0, +NADPH ~ 2 O; + NADP" + H” (1)

A metabolizagdo do oxigénio molecular a O; pelo sistema NADPH oxidase é

denominado de burst oxidativo. O burst oxidativo € uma caracteristica de neutrofilos,
eosindfilos, mondcitos e macréfagos que recebem genericamente a denominagao de
fagécitos devido a sua habilidade de englobar material particulado. O burst foi
descrito nos anos 30 como um aumento do consumo de oxigénio, sendo que este
aumento era considerado como uma fonte de energia para fagocitose. A importancia
do burst como fonte de ERO foi descrito mais tarde e este processo ficou conhecido
como sendo o responsavel pela capacidade killing de neutrdfilos (82). Entretanto,
Reeves e colaboradores (83) recentemente descreveram que o sistema NADPH

oxidase permite um influxo de K para dentro do fagossoma o que aumenta a
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solubilizacdo de enzimas proteoliticas presente nos granulos, o que também

favorece o killing.

1.3. Mieloperoxidase

MPO é uma heme peroxidase classica, liberada apds ativagao celular no
interior do fagolisossomo ou no espago extracelular, que cataliza a formagéo de
HOCI um potente agente microbicida (84). A importancia da MPO na atividade
microbicida de fagdcitos € suportado pelo aumento da atividade microbicida dos
macrofagos pela adicdo exdégena de MPO (85) e outras peroxidases (86).

MPO representa 5% do peso seco de neutréfilos (87) e € o maior constituinte
dos granulos azurodfilos citoplasmaticos (87). Os mondcitos contém cerca de um
terco do conteudo de MPO quando comparados a neutréfilos. Quando mondcito se
diferencia a macréfago in vivo ou in vitro este conteudo é perdido, entretanto
trabalhos recentes sugerem que em algumas situacbes MPO também pode estar
presente em macréfagos teciduais (88,89).

Além da reagdo de formacédo de HOCI tem sido sugerido que MPO pode
catalisar a oxidagdo de uma variedade de compostos (87,90). O mecanismo de
reagdo da MPO envolve a reacgdo da forma férrica (MP**) com H,O, para formar um
intermediario redox - composto I, o qual oxida cloreto para produzir acido
hipocloroso. A oxidagdo de substratos organicos se da através de duas
transferéncias sucessivas de um elétron envolvendo o intermediario - composto | e

composto Il. Substratos pobres de MPO sequestrariam o composto Il e inibiriam a

produgdo de &cido hipocloroso a ndo ser que O; ou outra molécula do substrato

esteja presente para reciclar a enzima (87). A oxidagdo de substratos organicos
pode se dar também pelo envolvimento de MPO composto Il (MP*O,) (87)

(Esquema-5).
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Esquema-5: Ciclos conhecidos para a mieloperoxidase. (87,90,91)

Embora a principal fungdo descrita para MPO foi durante muito tempo a
producao de HOCI, atualmente tem sido descrito que MPO pode ter um espectro de
agcao muito maior, possivelmente tenha uma participacdo na imunomodulagao (92).
Mais recentemente, uma outra caracteristica importante para MPO foi descrita, a
reacao de MPO na presenca de H,O, com NO (93). A interacédo entre NO e MPO se
da tanto através do composto | como composto Il, sugerindo que MPO pode servir
como um sitio catalitico para NO, regulando assim a biodisponibilidade e fungéo de
MPO ou ainda a biodisponibilidade de NO nos sitios de inflamagdo. Uma outra
possibilidade seria a formagao de oxidantes com atividade bactericida (94).

MPO tem sido correlacionada com alguns dos efeitos deletérios ocorridos
durante o processo inflamatério. Neste sentido MPO poderia estar clorando
proteinas e oxidando lipideos e proteinas (95). Entretanto, trabalhos mais recentes
mostraram, inesperadamente, que a auséncia de MPO nao diminui o dano celular
(96,97). Diante desses fatos pode se esperar que MPO tenha um efeito sinalizador
que vai além de seus efeitos microbicida, regulatérios ou deletério. Melatonina é um
horménio com varias acdes descritas no sistema imune. E possivel que algumas

destas ag¢des sejam originadas de sua oxidacao por MPO (2).

1.4. Citocinas
Citocinas sdo hormdnios polipeptidios secretados por uma variedade de tipos

celulares. Representam transmissores soluveis essenciais na comunicagao entre
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células e coordenam respostas imunes e inflamatérias. As citocinas tém uma
importancia crucial na transmissdo de sinais para proliferacdo, diferenciacéo e
funcado de varias células alvos, através da interacdo com receptores especificos na
superficie das células (98).

A instalagcdo de um processo inflamatério de fase aguda caracteriza-se pela
liberagao inicial de algumas citocinas como, por exemplo, IL-1, IL-6 e TNF-a, que
sao conhecidas como citocinas “alarme”. A partir de entdo uma série de eventos
envolvendo interagcao destas citocinas com receptores especificos na superficie das
células amplifica a liberacdo destas substancias liberando, por exemplo, IL-8, a qual
€ a responsavel pela transmigracdo de neutréfilos da circulagdo sanguinea para o
local da leséo.

Dentre as células do sistema imune, mondcitos s&o considerados “fabricas” de
citocinas. A capacidade de neutréfilos produzir citocinas foi descrita (6-11) e resultou
numa nova compreensao da funcao de neutrdfilos na resposta imune. A descoberta
de que neutréfilos tem a capacidade de sintetizar e liberar citocinas
imunorregulatorias promoveu neutrofilos a células chave capazes de influenciar a
direcdo e evolucido do processo imune. A menor produgdo de citocinas por
neutréfilos quando comparado com outras células inflamatérias poderia ser
compensado pelo maior numero de polimorfonuclear (PMN) em relacdo a outras
células, no sitio inflamatério. O estado funcional da célula também deve ser
considerado com relagao a liberacéo de citocinas por neutréfilo (99,100).

A expressao de citocinas em diversos tipos celulares é dependente da ativagao
de fatores de transcrigao tal como o fator nuclear kB (NF-xB). Esta mesma via opera
em neutroéfilos onde foi bem caracterizada (101). Em células ndo estimuladas, NF-xB
se encontra no citoplasma na forma de um complexo inativo devido a sua ligagao a
uma subunidade inibitéria chamada IkB (102). Estimulos diversos provocam a
liberacdo de IkB e a consequente translocacdo de p50 e p65 para o nucleo,
induzindo assim, a sintese de mMRNA para citocinas, imunoreceptores e moléculas
de adeséo (103). A ativacado de NF-kB é rapidamente aumentada por uma variedade
de agentes, incluindo as citocinas IL-1 e TNF, viroses, lipopolissacarideo (LPS),
ésteres de forbol, luz UV e radiagdes ionizantes (103).

Baixas concentragbes de H,O, ativam NF-xB e varios antioxidantes testados

como L-cisteina, glutationa, manitol, dentre outros suprimem a ativacdo de NF-xB
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por H,O, (103,104,105). Assim ERO parecem servir como segundos mensageiros
para regular positivamente a expressao génica de citocinas particularmente IL-8
(106). Estudos realizados demonstraram que a melatonina agindo como um
sequestrador de radical hidroxila, pode estar regulando a ativagao, translocagao e
ligacdo de NF-kB ao DNA (107) e portanto controlando a expressao de citocinas.
Contudo, a funcdo de melatonina na regulagcdo da produgdo de citocinas por
neutréfilos ndo € conhecido e por células mononucleares em alguns casos é
contraditorio (26,47,50).

1.4.1. Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a.)

TNF é o principal mediador da resposta imune imediata a virus e bactérias
gram negativas e é também um dos principais responsaveis por muitas das
complicagdes sistémicas que ocorrem em infecgoes severas (108).

Sao descritas duas diferentes formas desta proteina: TNF-o, uma proteina
soluvel ndo-glicosilada de 17 kDa e TNF-B, uma glicoproteina secretada de 25 kDa.
Estas sdao produtos de diferentes genes e sao produzidas por diferentes tipos
celulares.

TNF-o € secretado por mondcitos, neutrofilos e macréfagos ativados, e por
muitas outras células incluindo células B, células T e fibroblastos. TNF-a € um
potente mediador paracrino e endocrino de fungdes inflamatorias e imunes que
regulam o crescimento e a diferenciacdo de uma variedade de tipos celulares. E
seletivamente citotoxico para muitas células transformadas, especialmente em
combinagdo com IFN-y. TNF-a esta envolvido em choque séptico, caquexia,
autoimunidade e doengas inflamatérias. A atividade proinflamatéria do TNF-a é
resultante principalmente de sua capacidade de aumentar a epressao de moléculas
de adesao e consequentemente promover a aderéncia de neutréfilos ao endotélio
vacular. O TNF-a também atua no priming de neutrofilos o que resulta em um
aumento notavel na atividade fagocitaria de neutrofilos, na indugdo da liberacédo de
enzimas lisossomais e na estimulagdo da producdo de superdxido (109,110). E
conhecido que TNF-a induz o stress oxidativo em alguns tipos celulares e que a
adicdo de antioxidantes, redugdo da pressdo de oxigénio (pOz) ou a super-

expressao de superoxido dismutase aumenta a sobrevivéncia dessas células,
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sugerindo que os radicais de oxigénio estdo envolvidos nos efeitos citotdxicos do
TNF (111,112).

Embora o mecanismo exato de acdo do TNF na mediacdo da atividade
citolitica in vitro e in vivo ndo esteja bem caracterizado, sua atividade tumoricida
parece ser decorrente da ativagcao e aderéncia de neutrofilos, mediando a necrose

hemorragica de tumores solidos e a inflamagéo associada (113)

1.4.2. Interleucina-8 (IL-8)

A citocina pro-inflamatdria IL-8 faz parte da sub-familia a. das quimiocinas. Esta
quimocina pode ser produzida por varios tipos celulares, incluindo neutréfilos,
linfécitos, granuldcitos, fibroblastos, células endoteliais, queratinécitos, hepatdcitos e
condrécitos. IL-8 encontra-se associada a processos agudos e crénicos, sendo
produzida rapidamente apés um estimulo inflamatoério. Apresenta como principal
funcdo a quimioatragao para neutroéfilos, células T, basofilos e linfécitos; age também
como fator de ativagao e fator angiogénico além de estimular a atividade microbicida
e o burst respiratério em leucécitos. Receptores para IL-8 tém sido identificados em
neutréfilos, basdfilos e linfocitos, além de sitios de ligagado saturados em mondcitos,
eosindfilos, células endoteliais e em eritrocitos (114,115,116).

Embora inicialmente considerada um produto de mondcitos, hoje € conhecido
que neutrdfilos sao fontes importantes de IL-8. Pela liberacédo de IL-8, os neutrdfilos
tém a capacidade de amplificar o recrutamento de neutréfilos adicionais no sitio
inflamatdrio. A producao de IL-8 pode ser esperada em infecgbes, isquemia, trauma
e em outros disturbios de homeostase tecidual, desde que concentragdes de IL-1 e
TNF estejam elevadas. Nestas condi¢des € provavel que IL-8 seja a causa principal
da acumulagao local de neutrofilos (117,118).

1.4.3. Interleucina-1p (IL-1pB)

IL-1 € um mediador importante na resposta de defesa do hospedeiro contra
injuria e infeccbes. Uma grande variedade de células incluindo mondcitos,
macrofagos e neutréfilos sdo capazes de liberar IL-1. Existem duas formas de IL-1,
conhecidas como IL-1a e IL-1B as quais possuem somente 30% de homologia,
porém se ligam aos mesmos receptores de superficie celular e desencadeiam as

mesmas atividades biologicas.
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Os efeitos biolégicos de IL-1 sdo similares aos do TNF e dependem da
quantidade de citocinas produzidas. Em baixas concentragdes, IL-1 funciona como
um mediador da inflamagao local aumentando a expressdao de moléculas de
superficie que promovem a adesao de leucdcitos. Em altas concentragoes, IL-1
ganha a circulacdo sanguinea e exerce efeitos enddcrinos causando febre e
induzindo a sintese de proteinas de fase aguda.

Embora existam semelhangas entre as atividades de IL-1 e TNF, IL-1 ndo induz
morte celular por apoptose e ndo causa dano tecidual (119,120), apenas

potencializa os efeitos de TNF-a.

1.5. Apoptose

A maioria dos processos inflamatérios agudo € desativada por programas que
interrompem a inflamagdo e limitam a destruicdo de tecidos. Estes programas
incluem a eliminagdo do agente infeccioso por fagocitose, o decréscimo
progresssivo do recrutamento de leucdcitos promovido por sinais enddgenos e
finalmente a apoptose de leucdcitos (121).

A apoptose é uma forma molecularmente elaborada de eliminagao celular,
caracterizada morfologicamente pelos seguintes eventos: degradagcdao do DNA
gendmico em fragmentos oligonucleosomais, condensacgao da cromatina, diminuicao
do volume e aumento da granulosidade celular, manutencdo da estrutura das
organelas, formagdo de pregas citoplasmaticas e consequente fragmentagdo das
células nos chamados corpos apoptéticos (122).

Este processo de morte celular ocorre em diversas situagdes fisiolégicas,
estando envolvido na regulacdo de processos bioldégicos fundamentais como
desenvolvimento embrionario e regulagcdo homeostatica das células imunes.
Entretanto, pode aparecer em situagdes patoldgicas, como por exemplo, em certas
doengas neurodegenerativas e cancer ou ainda em situagdes artificiais como
indugao de morte de células tumorais por agentes quimioterapicos (122).

Em relacédo a apoptose em situagdes fisioldgicas podemos citar a apoptose de
neutréfilos. Os neutréfilos possuem um tempo de vida relativamente curto (8-20
horas), porém quando recrutados para o foco inflamatério seu tempo de sobrevida
pode ser aumentado (123). Estudos in vitro identificaram uma variedade de agentes
que modulam a apoptose de neutrofilos. Interleucina-2 (IL-2), leucotrieno B4,

corticosteroides e lipopolissacarideo (LPS) inibem a apoptose (123-128), enquanto
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enzimas proteoliticas, imunocomplexos, bactérias, IL-10 e virus induzem apoptose
(129-132). Estimulos que inibem a apoptose garantem um numero maior de
neutrofilos ativos no foco inflamatorio. Por outro lado, a apoptose de neutréfilos pode
ser caracterizada como um processo importante, limitando a injuria tecidual nos
sitios de inflamagdo (133). Estudos mostram que neutréfilos em apoptose
apresentam uma atividade diminuida do burst respiratorio (134), s&o incapazes de
degranular e perdem a capacidade de se ligar a moléculas de ades&o (135). Além
disso a fagocitose de neutrofilos em apoptose é um processo que inibe a liberagéo
de citocinas proinflamatdrias (136). No entanto a apoptose de neutréfilos estaria
atuando no sentido de estabelecer uma nova homeostase no tecido.

Dentre os varios agentes que modulam a apoptose podemos citar ainda a
melatonina. A fungcdo da melatonina na apoptose foi descrita nos anos 90 (137) e
atualmente o numero de trabalhos que demostram esta capacidade da melatonina
vem crescendo. Estes estudos mostram a melatonia atuando como inibidor da
apoptose em células imunes (137) e células neuronais (137) e atuando como um
indutor da apoptose em células cancerigenas (137). Dessa forma melatonina
poderia ser usada no tratamento de doengas neurodegenerativas e adicionalmente
no tratamento do cancer (137,138). Apesar dos inumeros estudos e dos provaveis
beneficios descritos para melatonina, 0 mecanismo de agcao sobre a apoptose ainda
nao esta claro. No entanto pode se inferir que a propriedade de sequestrar radicais
livres e outros mecanismos intracelulares mediados por melatonina podem estar

envolvidos.
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2. Objetivos

Objetivo Geral:

Este trabalho foi proposto na tentativa de verificar (i) a relevancia da reacao de
oxidagdo da melatonina (ii) e de seus produtos de oxidacdo AFMK e AMK, sobre a
funcdo de neutrdfilos in vitro e (iii) se o processo inflamatério proporciona as

condigdes necessarias para que a oxidacao de melatonina ocorra in vivo.

Objetivos Especificos:

- verificar o efeito de melatonina e de seus produtos de oxidagdo, AFMK e

AMK, sobre a produgao de HOCI por neutréfilos ativados;

- verificar o efeito da melatonina e de seus produtos de oxidagdo, AFMK e

AMK, sobre a liberagdo de TNF-a e IL-8 por neutrdfilos ativados;

- verificar o efeito da melatonina e de seus produtos de oxidagdo, AFMK e

AMK, sobre o processo de apoptose de neutrofilos;

- verificar a ocorréncia da reacao de oxidagao da melatonina in vivo, através do
monitoramento de melatonina e da formagao de seu produto de oxidagao, AFMK,

em liquor de pacientes com meningite;
- verificar a correlacao entre a presenga de melatonina ou AFMK no liquor com
alguns parametros inflamatérios como: celularidade, concentragdo de proteinas,

TNF-a, IL-8 e IL-1B;

- verificar o efeito de AFMK sobre artrite induzida em coelhos.
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3. Material e Métodos

Este estudo foi realizado em concordancia com as normas éticas constantes na
resolugdo n° 196/96 do Ministério da Saude, sobre pesquisa envolvendo seres
humanos no Brasil, tendo sido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&do Paulo (FCF/USP)
sob numero 158 (anexo 1). As amostras foram utilizadas perante a assinatura do

Termo de Consentimento pelo paciente ou responsavel (anexo 2).

3.1. Material

-Sangue total foi obtido a partir de doadores voluntarios, do Laboratério de
Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo;

-Liquor foi obtido junto ao Laboratério de Neurodiagnéstico Spina Franga
(responsavel Dr. José Antdnio Livramento, médico Livre Docente Neurologia
FMUSP);

-Coelhos machos da ragca New Zealand de 2 a 3 meses de idade, pesando
entre 2,5 e 3,5 kg, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo. Os animais foram alimentados com agua e ragao "ad

libitum".

3.1.1. Casuistica para Extracao de Melatonina e AFMK de Liquor
As amostras de liquor (3,0 mL, estocadas a —20°C) foram obtidas por puncdo
lombar em condicbes assépticas. Vinte amostras foram de pacientes com
diagndstico clinico e laboratorial para meningite viral (anexo 3) e 8 amostras foram
de individuos com um mal estar transitorio, sem alteragdes bioquimicas, citologicas
ou microbiolégicas no liquor, eles foram usados como controle (anexo 4). A idade
média dos pacientes com meningite viral variou de 1 a 35 anos distribuida em 65%

de homens e 35% de mulheres.

3.1.2. Reagentes

Todos os reagentes a seguir sdo de grau analitico:



20

-catalase (EC 1.11.1.6, de figado bovino), Histopaque® (densidade = 1077),
dextran, dimetil sulfoxido (DMSQO), acetato de forbol miristato (PMA,), zimosan,
glicose, melatonina, meio de cultura RPMI 1640 e LPS foram obtidos da Sigma
Chemical Co.;

-fosfato de sdédio, fosfato diacido de potassio, cloreto de potassio, cloreto de
calcio, cloreto de magnésio, cloreto de sodio, etanol, diclorometano, acetonitrila, e
bicarbonato de sodio foram obtidos da Merck S.A.;

-perdxido de hidrogénio 60% foi obtido da INTEROX;

-heparina foi obtida da Roche;

-a agua utilizada foi deionizada em equipamento MilliQ (Millipore).

-Anexina-V-FITC foi obtido da BioWhittaker, Inc. (Walkersville, MD, USA)

3.1.3. Equipamentos

Balangca analitica AG204 Mettler Toledo, pH-metro micronal B374,
espectrofotometro Hitachi U-2000, autoclave vertical modelo 103 FABBE-PRIMA,
banho maria 37°C com agitador orbital, modelo 102/109.089, FANEN, ultrasom Cole-
Parmer 8853, centrifuga Refrigerada himac CR 20B2 Hitachi, rotor RPR20-2,
centrifuga de bancada, Incibras, Modelo PIN 1V, rotor swing, fluxo laminar, estufa
com 5% de CO; a 37° marca Harris, modelo CNW300A, microscoépio Invertido marca
Nikon, centrifuga de eppendof marca Beckman, modelo Allegra 21R, leitor de ELISA,
modelo SLT-Spectra, cromatografia liquida de alta performance (HPLC) SHIMADZU
SCL-10A vp com detectores SPD-10A vp (diode array) e RF-10A xl (fluorescéncia),
software Class-VP, coluna de fase reversa SUPERCOSIL LC-18 (25cm x 4,6mm,
5um), citbmetro de fluxo FACScalibur marca Bencton & Dickinnsonn, software Cell

Quest, espectdmetro de Massa Quattro Il (micromass, Manchester, UK).

3.2. Métodos
3.2.1. Preparo de Reagentes
-Tampao fosfato salino (PBS) 10 mM, pH 7,4, filtrado em millipore de poro 0,22
um (Millipore-Sigma);
-Foram preparadas solugdes estoque de CaCl, 100 mM, MgCl, 50 mM, glicose
100 uM, NaCl 0,9 e 2,7, H,O, 50 mM e melatonina 10 mM;
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-Solugao estoque de PMA foi solubilizada em DMSO (100 um/mL) e estocada a
—20°C. Zimosan foi preparado por dissolucdo de 10 mg/mL em PBS, seguido de
sonicacdo, centrifugacdo e apds estocado a -20°C. Aliquotas da solugdo estoque de
zimosan foram opsonizadas por incubagdo com soro fresco sob agitagdo por 60
minutos a 37°C;

-O meio de cultura utilizado foi RPMI 1640 suplementado com L-glutamina 0.3
g/L, Hepes 2,32 g/L), bicarbonato de sédio 2.0 g/L, estreptomicina 100 pg/mL,
penicilina 100UI/mL e 10% soro fetal bovino. O meio foi filtrado em filtro Millipore de
poro 0.22 um e acondicionado em frasco de vidro previamente esterilizado. Todo o
procedimento foi realizado em fluxo laminar;

-Tampao de lavagem (0,05% Tween 20 em PBS, pH 7.4);

-Tampao bloqueador (1% de albumina de soro bovina (BSA), 5% de sucrose
em PBS com 0,05% de NaNs);

-Reagente diluente (0,1% de BSA, 0,05% Tween 20 em tampao Tris-salina, pH
7.4).

3.2.2. Sintese de AFMK e AMK

AFMK e AMK foi sintetizado a partir da reagao de melatonina (1mM) dissolvida
em 100 mL de H,O, 30%. Esta reacédo foi incubada 2 horas a temperatura ambiente
sob agitacdo. Apos este periodo foi realizada uma extragdo com 50 mL de
diclorometano (repetida trés vezes). O solvente foi evaporado utilizando nitrogénio e
o produto bruto foi ressuspendido em H,O milliQ (139). Os produtos (AFMK e AMK)
foram purificados usando HPLC preparativo, SHIMADZU SCL-10A vp acoplado a um
coletor de fragbes FRC-10A e um detector UV-VIS (254nm). As amostras foram
injetadas (500uL) em uma coluna preparativa C18 shimadzu Shim-pack, usando
acetonitrila : H,O (25:75) como fase mével com fluxo de 10 mL/min. Os picos
correspondentes ao AFMK e AMK foram coletados, concentrados, redissolvidos em
um pequeno volume de agua e submetidos a identificagdo por espectrometria de
massa ([M+H'] m/z = 265 (AFMK) e [M+K'] m/z = 275 (AMK)) usando eletrospray
(ES/MS) Espectdmetro de Massa Quattro Il (micromass, Manchester, UK) (Figura-1)
e espectrofotometria UV-visivel (AFMK imax = 340, AMK imax = 380) (Figura-2), (66).
As concentragdes de AFMK e AMK foram determinadas usando absor¢do em 340
nm (340 = 3600 M'cm™) e 380nm (¢380 = 4500 M'cm™") respectivamente (66).
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Figura-1: Espectro de massa de AFMK (protonado com H*) e AMK (protonado com K*)

resultante da oxidacao da melatonina.
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Figura-2: Espectro UV-VIS de AFMK and AMK. AFMK \max = 340, AMK Xmax = 380.

3.2.3. Isolamento de Neutrofilo

Neutrofilos de sangue periférico foram obtidos a partir de doadores voluntarios
aparentemente saudaveis, recrutados entre os professores, funcionarios e alunos do
Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo. O sangue foi colhido em tubos
plasticos heparinizados (10U/mL), e posteriormente diluido na propor¢cdo 1:1 com
PBS 10 mM, pH 7,4, filtrado em millipore de poro 0,22 um. A diluicdo foi colocada
sobre 10 mL de Histopaque® (densidade = 1077). O material foi centrifugado a 500 g
a temperatura ambiente por 20 minutos em centrifuga de bancada, ao infranadante
foram adicionados 15 mL de Dextram 5%, diluido em solucéo salina 0,9% estéril
para sedimentagdo de eritrocitos. O material foi mantido em banho de gelo (com
inclinagdo de 45°) por 45 minutos, sendo o sobrenadante recolhido (volume

completado para 30 mL com PBS 10 mM) e centrifugado a 500 g a temperatura



23

ambiente por 5 minutos em centrifuga de bancada. O sobrenadante foi descartado e
o infranadante submetido a hemolise em 10 mL de agua gelada (0°C — destilada e
filtrada em filtro mllipore de poro 0,22 um) com agitagao constante por um minuto. A
isotonicidade foi restabelecida com 5mL de NaCl 2,7% (filtrado em millipore de poro
0,22 um) (140) e 15 mL de PBS 10 mM estéril. O material foi centrifugado em 500 g
a temperatura ambiente por 5 minutos, o sobrenadante descartado e o infranadante
ressuspendido em 1mL de PBS 10 mM ou RPMI 1640. A contagem de células totais
foi realizada em camara de Newbauer e a viabilidade celular verificada com azul de

tripan.

3.2.4. Cultura de Neutrofilos

Neutrdfilos, 2,5x10° células/mL ou 5,0x10° células/mL (plaqueados em placas
Nunc de fundo chato com 96 wells- volume final de 300 uL) foram submetidos a 18
horas de cultura em estufa com 5% de CO; a 37°C. As células foram divididas em
oito grupos. O primeiro grupo foi o grupo controle e ndo recebeu tratamento. O
segundo grupo foi tratado com LPS (1ug/mL). O terceiro, quarto e quinto grupo
recebeu tratamento in vitro de AFMK, AMK e melatonina respectivamente com
concentragdes variando de 0,001 mM a 1,0 mM. O sexto, sétimo e oitavo grupo foi
tratado com AFMK, AMK e melatonina respectivamente na presenca de LPS. O
material submetido a cultura foi recolhido e centrifugado em frasco de plastico estéril
de 1,0mL a 200 g por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante livre de células foi coletado
e submetido a congelamento em tubos cryogenicos a < -80°C até o momento do
ensaio de quantificagdo de TNF-a e IL-8 (R&D System) por Elisa. Os neutrdfilos

foram recuperados para o ensaio de apoptose utilizando Anexina V-FITC.

3.2.5. Determinacéao de Citocinas
Citocinas foram mensuradas por imunoensaio quantitativo. As determinacdes
de TNF-a, IL-8 e IL-1p foram realizadas através de placas de ELISA montadas e

padronizadas a partir de Kits DuoSet da R&D System.

TNF-a, IL-8 e IL-1P
TNF-a, IL-8 e IL-1pB, foram mensurados em sobrenadante de cultura de células

(2,5x10° células/mL) mantidas em cultura de 18 horas por ensaio imunoenzimatico
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ELISA. O principio basico do teste € a imobilizagcdo de um dos reagentes em uma
fase solida, enquanto outro reagente pode ser ligado a uma enzima, com
preservagao tanto da atividade enzimatica como da imunoldgica do anticorpo.

A fase solida, ou seja, o anticorpo de captura é formado por anti-TNF-a
humana ou anti-IL-8 humana ou anti-IL-18 humana (4 ug/mL), diluida em PBS e o
anticorpo de detecdo € formado por anti-TNF-a humana bioltilada (300 ng/mL) ou
anti-IL-8 humana biotilada (20 ng/mL) ou anti-IL-13 humana biotilada (0,1 pg/mL),
diluido em reagente diluente.

Na revelagdo da reagao utilizamos estreptavidina conjugada com peroxidase
de raiz forte (HRP) (diluigdo 1:200 com o reagente diluente). O substrato utilizado foi
uma mistura 1:1 de HyO, e tetrametilbenzidina (TMB). A reacgéao foi terminada pela
adicao de HySO4 (2 N). A leitura foi realizada em 450 nm e uma leitura de corregéo
em 540 nm. A leitura de corregcdo é importante para eliminar qualquer interferente

presente na placa.

e Preparo da Placa para dosagem de TNF-a, IL-8 e IL-1:

1- O anticorpo de captura foi diluido em PBS, numa concentracao final de
4ug/mL. Foram colocados 100 pL do anticorpo diluido por pogo sendo entdo a placa
coberta e incubada por 20 horas a temperatura ambiente;

2- No dia seguinte, os pogos foram aspirados e lavados com 400 uL de tampao
de lavagem trés vezes;

3- As placas foram bloqueadas adicionando 300 puL de tampao bloqueador a
seguir as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 1 hora;

4- As lavagens e aspiragdes foram repetidas e as placas foram secas a vacuo.

e Procedimento de dosagem de TNF-a, IL-8 e IL-153

1- Quando necesséario fez-se a diluigdo de amostras ou padrbées com o
reagente diluente, finalizando, por pogo, 100 uL de amostra. A placa foi coberta com
fita adesiva e incubada por 2 horas a temperatura ambiente;

2- Os pocos foram aspirados e lavados com 400 uL de tampéao de lavagem trés
vezes;

3- 100 pL do anticorpo de detecc¢ao (300ng/mL para TNF-o, 20ng/mL para IL-8

ou 0,1pg/mL para IL-1p) diluido no reagente diluente foram adicionados. A placa foi
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coberta novamente com fita adesiva e incubada por duas horas a temperatura
ambiente;

4- As aspiracoes e lavagens do passo 2 foram repetidas;

5- 100 pL de estreptavidina-HRP (diluida 1:200 no reagente diluente), foram
adicionados e a placa foi incubada 20 minutos a temperatura ambiente evitando luz
direta;

6- As aspiragdes e lavagens do passo 2 foram repetidas;

7- 100 pL da solugao substrato foram adicionados em cada pogo e incubados
durante 20 minutos a temperatura ambiente evitando luz direta. A solugédo substrato
foi preparada diluindo-se o reagente colorido A (H20,) e o reagente colorido B
(tetrametilbenzidina) na proporgéo 1:1;

8- 50 uL da solugédo stop (H2SO4, 2N) foram adicionados em cada pogo
homogeneizando bem;

9- A densidade 6ptica das placas foi determinada imediatamente a 450/550 nm.

Os resultados foram expressos através da construcdo de uma curva padrao

linear com concentragdes conhecidas de TNF-q, IL-8 e IL-1p.

3.2.6. Avaliacao e Quantificacido de Morte Celular por Citometria de Fluxo
Foram utilizados dois protocolos para a verificacdo da morte celular através da

leitura no citdmetro de fluxo (FACS).

3.2.6.1. Externalizacdo de Residuos de Fosfatidilserina

As Anexinas compreendem um grupo de proteinas que se ligam a fosfolipideos
de membrana na presenca de Ca?*. A Anexina V liga-se com alta afinidade e
especificidade a fosfatidilserina, uma molécula que quando localizada na face
externa da membrana celular confere uma caracteristica universal de células em
apoptose (141).

Apoptose foi medida em neutréfilos (1,7x10° células/mL) apoés cultura de 18
horas. Os neutréfilos foram ressuspensos em 500 uL de tampao de Anexina (10 mM
de hepes, 150 mM de NaCl, 5 mM de KCI, 1 mM de MgCl, e 1,8 mM de CaCl,, pH
7,4), para remover todo o meio de cultura, e centrifugados a 200g por 10 minutos a
4°C. As células foram recuperadas e ressuspensas em 100 pL de solucdo de

Anexina V-FITC (isotiocianato de fluoresceina) (1,5 uL de Anexina estoque em 1 mL
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de tampao de Anexina) e incubadas por 15 minutos no escuro a temperatura
ambiente. Apds este periodo as células foram diluidas com 400 uL de tampao de
Anexina e trasferidas para tubos de polipropileno, onde foram adicionados 50 uL de
Pl (50 ug/mL) e analizadas imediatamente. O indice de apoptose foi monitorado por
citometria de fluxo. A porcentagem de células viaveis foi reconhecida como
negativas para as duas marcagoes (FITC/PI’), as células em apoptose inicial
positivas para Anexina e negativas para Pl (FITC'/PI), e as células em apoptose
tardia apresentaram as duas marcagdes positivas (FITC'/PI"). Utilizou-se o canal 1
(FL-1) para Anexina e canal 3 (FL-3) para Pl. No minimo 5.000 eventos foram

contados por amostras.

3.2.6.2. Fragmentacdo de DNA

A fragmentacado de DNA foi medida em neutrdfilos apds cultura de 18 horas. Os
neutréfilos (1,7x10° células/mL) foram ressuspensas em 250 pulL de solugdo
fluorocrémica (HFS, 50 ug/mL de iodeto de propidio em 0,1% de citrato de sodio
mais 0,1% Triton X-100) e incubadas por 1 hora no escuro entre 2-8 OC. Apos este
periodo as células foram trasferidas para tubos de polipropileno, e analizadas (142).
O indice de fragmentagcdo de DNA foi monitorado por citometria de fluxo. A
porcentagem de DNA gendémico marcado com Pl foi usado como medida da

fragmentacao de DNA. Utilizou-se o canal de fluorescéncia 2 (FL-2) para PI.

3.2.7. Quantificacdo de AFMK e AMK em Cultura de Células

Neutrdfilos, 2,5x10° células/mL (plagueados em placas Nunc de fundo chato
com 96 wells- volume final de 300 uL) foram submetidos a 0, 15 e 30 minutos e 1, 2,
4 e 18 horas de cultura, em presenca de LPS mais melatonina em estufa com 5% de
CO,a 37°C. Os sobrenadantes foram analizados por HPLC SHIMADZU SCL-10A vp
acoplado a SPD-10A vp (diode array) e RF-10A xI (fluorescéncia). Aliquotas de 40 n
L foram injetadas em coluna LC-18. As amostras foram eluidas com fluxo de 1,0mL
por minuto em fase movel de acetonitrila : H,O (25:75). AFMK foi detectado por
fluorescéncia (excitacdo 340nm e emissao 460nm) e AMK por UV-VIS absorbancia
(254nm). As concentracdes de AFMK e AMK foram determinadas através de curvas
padrao preparadas a partir de concentracdes conhecidas obtidas pela diluigao de
AFMK e AMK em RPMI (Figura-3). O limite de detecgao (sinal/ruido = 3:1) foi 0,15 e
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0,10 uM e o limite de quantificagao (sinal/ruido = 10:1) foi 0,5 e 0,33 uM, para AFMK
e AMK respectivamente (143). Nas condi¢des utilizadas a relagdo do sinal com a
concentracao se mostrou linear para os dois compostos (r = 0,9999, n = 10, p<0.005,
para AFMK) e (r = 0,9898, n = 10, p<0,005, para AMK) na faixa analisada (1,0-25,0

uM).
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Figura-3: Area integrada de fluorescéncia (A) ou absorbancia (B) versus concentracdo de
AFMK e AMK obtidos em HPLC.

3.2.8. Determinacao do HOCI

A formacao de HOCI foi acompanhada por espectrofotometria baseada na
formagao de taurina-cloramina resultante da reacdo de acido hipocloroso com
taurina. Neutrofilos (2,0x10° células/mL) ativados com zimozam opsonizado (4,0x10’
particulas/ensaio) em tampao fosfato 10mM (pH 7,4) contendo 140mM de NaCl,
1mM de CaCl,, 0,5mM de MgCl, e 1mg/mL de glicose foram incubados com taurina
15mM a 37°C sob agitagao suave. A reacgao foi interrompida apdés 30 minutos pela
adicdo de 20ug/mL de catalase e a mesma foi mantida em gelo por 5 minutos
seguida de uma centrifugagcdo (10 minutos, 12.000 g, 4°C). A concentracdo de
taurina-cloramina presente no sobrenadante foi estimada pela oxidagao do acido 5-
tio-2-nitrobenzoico (TNB) a 5,5-ditiobis acido 2-nitrobenzoico (DTNB) medindo o

decréscimo da absorbancia de TNB a 412 nm como descrito (144), (Figura-4).

HOCI + TauNH, ——p TauNHCI + H,0
TauNHCI + 2 TNB —® DTNB + CI" + TauNH,
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Figura-4: Oxidagdo do TNB a DTNB pela taurina-cloramina obtido por espectro de

absorbancia.

3.2.9. Quantificagdo de Melatonina e AFMK em Liquor

Amostras de 1,0 mL de liquor foram tratadas com 100 uL de NAOH 4M e 10 mL
de diclorometano (145). O material foi submetido a agitagdo intensa por 10 minutos
seguido de centrifugacdo (2.700 g/10 minutos). Em seguida a fase orgéanica
(infranadante) foi recolhida, evaporada com nitrogénio, ressuspensa em 500 puL de
acetonitrila /H,O (25:75) e submetida a analise por HPLC SHIMADZU SCL-10A vp
acoplado a RF-10A xI (fluorescéncia). Aliquotas de 40 uL foram injetadas em coluna
LC-18. As amostras foram eluidas com fluxo de 1,0mL por minuto em fase mével de
acetonitrila : H,O (25:75). Melatonina e AFMK foram detectados por fluorescéncia
(excitagdo 228 ou 340nm e emissdo 348 ou 460nm, respectivamente) (145). As
concentragdes de melatonina e AFMK foram determinadas através de curvas padréao
preparadas a partir de concentracbes conhecidas obtidas pela diluicdo de
melatonina e AFMK em solugdo aquosa tratados da mesma maneira que os fuidos
biolégicos (Figura-5). O limite de detecgédo (sinal/ruido = 3:1) foi 3 e 10 nM e o limite

de quantificagdo (sinal/ruido = 10:1) foi 10 e 50 nM, para melatonina e AFMK
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respectivamente (143). Nas condi¢cdes utilizadas a relagdo do sinal com a
concentragdo se mostrou linear para melatonina (r = 0.9985, n = 3, p<0.0001) na
faixa de 10-30 nM e para AFMK (r = 0.9999, n = 3, p<0.0001) na faixa de 50-500 nM.
Para concentracbes menores tanto de melatonina quanto de AFMK nao se obteve

reprodutibilidade nos sinais das areas.
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Figura-5: Area integrada de fluorescéncia versus concentracéo de melatonina (A), e AFMK
(B) obtidos em HPLC. As amostras de melatonina e AFMK foram extraidas com
diclorometano, evaporadas com nitrogénio e resuspendidas em 500 uL de acetonitrila /H,O
(25:75).

3.2.9.1. Proteinas totais e Contagem total e Diferencial de Leucdcitos no
Liquor
-Proteinas totais foram dosadas pelo método de preciptacdo por acido
tricloroacético 5%
-A contagem de células totais nas amostras de liquor foi realizada em céamara
de Fuchs-Rosenthal, e o perfil citomorfolégico foi feito usando uma citocentrifuga ou

uma camera de citosedimentacao (anexo 3).

3.2.10. Inducao de Artrite
Foi realizada de acordo com procedimento ja descrito por Brum Fernandes et
al., (146) com algumas modificagdes. Os animais foram inicialmente imunizados com
1,0 mL de adjuvante completo de Freund contendo 5mg de albumina sérica bovina

metilada (SABm) diluida em salina. Receberam um volume total de 2,0 mL desta

600
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emulsao distribuidos em 2 injecdes intramusculares (0,5 mL) na regido glutea e mais
1,0 mL administrado por via subcutdnea em 5 diferentes locais na regido
interescapular. Decorridos 7 dias, os animais tiveram o dorso tricotomizado e
receberam 5 injecdes intradérmicas de 0,2 mL de uma solugdo de SABm 0,1% em
salina estéril apirogénica. A reacdo de Arthus subsequente foi avaliada
macroscopicamente apds 4 e 24 horas. Os animais foram considerados prontos para
a injecédo intrarticular do antigeno, quando desenvolveram em pelo menos um dos
pontos injetados, uma area central de necrose, o que corresponde a uma reagao de
Arthus intensa (++++) pela classificacdo de Cochrane C.G. (147). Os animais que
nao apresentaram resposta foram novamente submetidos as inje¢des intradérmicas
apo6s uma semana. Quando a resposta desejada nao foi obtida apdés 5 semanas
consecutivas de imunizagao secundaria, os animais foram retirados do experimento
e sacrificados. Além da reacdo de Arthus positiva, controlou-se a titulagdo de
anticorpos dos animais utilizados através de testes de imunodifusao radial em gel de
agar, e s6 foram utilizados animais com titulagdo de anticorpos acima de 1/8. Uma
semana apods o resultado satisfatério da reacao intradérmica, os animais receberam
injecdo de 0,5 mL de solucdo de SABm 0,2% em salina estéril apirogénica em
ambos os joelhos. Ap6és duas horas os animais receberam 200 uL do composto
AFMK (0,26mg/mL) no joelho esquerdo (articulacdo experimental) e mesmo volume

do diluente na articulagéo contralateral (controle).

3.2.10.1. Coleta de Liquido Sinovial

Apos 24 horas, os animais foram anestesiados com um solugao de xilazina (5
mg/kg) associado com quetamina (50 mg/kg) por via intramuscular, em seguida
sacrificados com uma injegdo edovenosa de 2,0 mL de KCI 20%. O liquido sinovial
foi coletado através da lavagem da cavidade articular com uma solugéo de salina
contendo 1mg/mL de EDTA e aspiragdo com seringa. O material retirado foi
colocado em tubos de prolipropileno imersos em banho de gelo e uma aliquota de
50 yL usada para contagem global de células em camara de Neubauer. O restante
foi centrifugado a 150 g a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante, apds a avaliagao da
quantidade de azul de Evans presente, foi aliquotado em tubos de Eppendorf e

estocados a -70°C para analises posteriores.
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3.2.10.2. Contagem Total e Diferencial de Leucdcitos no Lavado Sinovial
Aliquotas de 50 pL dos lavados sinoviais foram diluidas em 450uL de salina e o
numero total de células contados em camara de Neubauer. Apds a centrifugacéo do
lavado sinovial e retirada do sobrenadante, o botdo celular foi ressuspendido em
salina e as células colocadas em laminas para a realizacdo de esfregacos. As
laminas foram coradas pelo método de Leishman (148) e a contagem diferencial de

leucdcitos realizada sob microscopia 6tica.

3.2.11. Andlise Estatistica
Foi realizada a analise de variancia de uma via (ANOVA) e o teste de
comparag¢ao multipla de Dunnett quando p < 0,05 através do programa Instat. Os
resultados foram expressos como média + erro padréo (EP) para pelo menos trés

experimentos independentes.
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4. Resultados

4.1. Efeito da reacdo de oxidacdo da melatonina e de seus produtos de

oxidacdo, AFMK e AMK, sobre neutréfilos: ensaios in vitro

4.1.1. Efeito de melatonina, AFMK e AMK sobre a producdo de HOCI| em

neutrofilos

Em trabalho desenvolvido pelo grupo (149) observamos que melatonina, AFMK
e AMK (0,1 e 1mM) néo alteram a fagocitose mas afetam o killing de S. aureus.
Apds 60 minutos de incubacéo, o indice de killing diminui 38, 28 e 37% na presenca
de 1mM de melatonina, AFMK e AMK, respectivamente (149).

Considera-se que a atividade microbicida de neutréfilos dependa, pelo menos
em parte, da produgcao de ERO. Dentre as ERO produzidas por neutrdfilos, o HOCI é
a espécie com maior atividade microbicida. HOCI, como ja explicitado, é formado em
uma reacao catalisada por MPO. Assim, na presenca de bons substratos de MPO,
por exemplo, melatonina e AMK, poderia se esperar uma reducado na producio de
HOCI resultando em um comprometimento da atividade microbicida. Além desta
possibilidade, como melatonina reage eficientemente com algumas ERO (33-31) e
ERN (32) é razoavel supor que reaja também com HOCI, o que explicaria o efeito de
melatonina sobre o kiling de neutréfilos. Neste sentido nos determinamos a
producdo de HOCI por neutréfilos ativados em presenca de melatonina e seus
produtos de oxidagcdo, AFMK e AMK, através de espectrofotometria baseada na
formagdo de taurina-cloramina resultante da reacdo de acido hipocloroso com
taurina (Figuras 6 e 7). A concentracdo de taurina-cloramina presente no
sobrenadante foi estimada pela oxidacdo do TNB a DTNB, medindo o decréscimo da

absorbancia de TNB a 412 nm (Material e Métodos).
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Figura-6: Determinacdo da formacdo de HOCI por neutréfilos (2,0x10° células/mL) ativados
com zimozam opsonizado (4,0x10” particulas/mL) com ou sem melatonina (1mM) obtido
através do espectro de absorbancia do TNB. Este € um exemplo representativo de 4

experimentos com diferentes preparacdes de neutrofilos.
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Figura-7: Efeito da concentracdo de melatonina (v), AFMK (A) e AMK (e) sobre a producéo
de HOCI em neutréfilos ativados (2,0 x 10° células/mL) com zimosan opsonizado (4,0 x 10’
particulas/mL). Estes dados representam a média = EP de 4 experimentos. (* equivale a p <

0,05 para melatonina e # # p < 0,005 para AMK quando comparados com o grupo controle).

Como esperado melatonina (1mM) inibiu a formagado de HOCI promovido por
neutréfilos ativados com zimosam opsonizado (Figura-6). O mesmo foi observado

quando neutroéfilos foram ativados com PMA (dados ndo mostrados). A inibicao da
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formagao de HOCI depende da concentragdao de melatonina (Figura-7). Uma forte
inibicdo da formagao de HOCI foi observada em concentragbes de melatonina igual
ou superior a 0,05 mM. AMK inibiu a formacdo de HOCI somente em altas
concentragdes (1 mM) enquanto AFMK n3o afetou a formacéo de HOCI (Figura-7). E
importante notar que melatonina, AFMK e AMK, em nossa condi¢gao experimental,
por si s6 n&o reagiram diretamente com HOCI em quantidades expressivas (dados
ndo mostrados).

Para verificar se a presenca de bactéria modifica a inibicdo da formacido de
HOCI causada por melatonina, a produgdo de HOCI foi determinada quando S.

aureus foi incubado com neutroéfilos e melatonina (Figura-8).
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Figure-8: Efeito de melatonina (1,0mM) sobre a producado de HOCI em neutrofilos ativados
(2,0 x 10° células/mL) com S. aureus (1,0x10® bactérias/mL). Estes dados representam a
média + EP de 3 experimentos. (* equivale a p < 0,05 quando comparados com o grupo

controle).

A Figura-8 mostra que S. aureus como estimulo n&o alterou o efeito observado
anteriormente, ou seja, melatonina diminuiu a formagcdo de HOCI por neutrofilos.
Melatonina (1,0mM) isoladamente ndo modificou a viabilidade da bactéria (dado n&o

mostrado).
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4.1.2. Efeito de melatonina, AFMK e AMK sobre a liberacdo de TNF-a e IL-8

por neutrdéfilos ativados por LPS

Visando avaliar a fungdo da melatonina e seus metabdlitos na mediagado do

processo inflamatdrio, foi avaliada a liberacdo de citocinas por neutréfilos ativados.

Dentre as citocinas passiveis de serem analisadas escolhemos TNF-a e IL-8. Estas

citocinas sao mediadores inflamatdrios responsaveis pela ativacdo e recrutamento

de leucdcitos (116,150) que direcionam a progressao do processo inflamatério.

As citocinas foram dosadas em sobrenadantes de cultura de neutréfilos (18

horas). O efeito de melatonia, AFMK e AMK em presenga ou ndo de LPS sobre a

liberagdo de TNF-a e IL-8 € mostrado na Figura-9 e Figura-10, respectivamente.
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Figura-9: Efeito de melatonina (A), AFMK (B) e AMK (C) (0,001; 0,01; 0,1 ou 1,0 mM) sobre
a liberagao de TNF-a por neutréfilos (PMN) (2,5x10° células/mL) com ou sem LPS (1w/mL).

As citocinas foram medidas no sobrenadante da cultura apés 18 h de incubagao por ELISA.

Estes dados representam a média + EP de 5 experimentos. (* equivale a p < 0,05 e #x p <

0,005 para diferente de neutrdéfilo/LPS).

Melatonina, AFMK e AMK (0,001-1mM) ndo afetaram significativamente a

producdo basal de TNF-o por neutrofilos (Figura-9). Em neutréfilos ativados por

LPS, AFMK e AMK inibiram a liberacdo de TNF-a em todas as concetracdes

ensaiadas (Figuras-9B e 9C), enquanto melatonina inibiu somente com 1mM

(Figura-9A).
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Figura-10: Efeito de melatonina (A), AFMK (B) e AMK (C) (0,001; 0,01; 0,1 ou 1,0mM) sobre
a liberagdo de IL-8 por neutréfilos (controle) (2,5x10° células/mL) com ou sem LPS (1w/mL).
As citocinas foram medidas no sobrenadante da cultura apds 18 h de incubagao por ELISA.
Estes dados representam a média + EP de 5 experimentos. (* equivale a p < 0,05 e #x p <
0,005 para diferente de neutréfilo/LPS).

Melatonina, AFMK e AMK, na faixa analisada (0,001-1mM), ndo afetaram
significativamente a producao basal de IL-8 por neutréfilos (Figura 10). Entretanto,
em neutrofilos ativados com LPS estes compostos inibiram fortemente a liberagao
de IL-8. Por exemplo, um decréscimo de mais de 50% foi observado com a menor
concentragao testada para cada composto (0,001 mM). Este efeito inibitorio foi dose
dependente e o composto mais efetivo foi o AFMK onde 1 mM inibiu completamente
a liberacao de IL-8 por neutrdfilos (Figura 10B).

A inibicdo da liberacdo de TNF-a e IL-8 por neutréfilos ativados mediada por
altas concentragées de melatonina, AFMK e AMK, deixa evidente que estes
compostos sdo biologicamente ativos, pelo menos, no controle da liberacdo de
citocinas. Neste sentido, avaliamos a possibilidade deste efeito ocorrer também em
concentragdes menores destes compostos (< 1 umol/L).

Nossos resultados mostraram que concentragbes abaixo de 1 umol/L ndo

afetam a liberacéo de TNF-a e IL-8 (dados n&o mostrados).

4.1.3. Cinética de formacédo de AFMK e AMK a partir da oxidacdo de

melatonina por neutrofios ativados por LPS e PMA

Considerando que o produto principal da oxidacdo da melatonina por
neutréfilos ativados via PMA em tampao fosfato salino € o AFMK (2), e que a

deformilacdo deste composto leva ao AMK, pode-se esperar que a redugcdo na
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liberacdo de TNF-a e IL-8 pelo sistema melatonina/neutréfilo/LPS tenha a
contribuicdo de ambos, AFMK e AMK. Seguindo o mesmo raciocinio esperamos
ainda a contribuicdo de AMK no sistema AFMK/neutréfilo/LPS. Para verificarmos se
estas contribuigbes existem quantificamos estes produtos, ou seja, identificamos e
dosamos AFMK e AMK nas mesmas condi¢cdes empregadas na dosagem de
citocinas. Para tanto o sobrenadante recuperado apds 0, 15, e 30 minutos e 1, 2,4 e
18 horas das culturas de neutréfilos mantida em RPMI-1640 na presenga de 0,1 mM
de melatonina e 1,0 ug/mL de LPS foi analisado por HPLC. Para efeito comparativo
foram feitos experimentos com neutdfilos ativados com PMA (55ng/mL). A Figura-11
mostra um cromatograma obtido a partir do sobrenadante de cultura de 18 horas de
neutrofilo ativado com PMA em presenca de melatonina. A cinética de formagao de
AFMK e AMK e a concentragdo destes compostos obtida nestas culturas foi

calculada pela curva padrao mostrada em Material e Métodos (Figura-12).
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Figure-11: Cromatograma representativo de AFMK (A) e AMK (B) em sobrenadante de
cultura de neutrdfilos (2.5x10° células/mL) ativados com PMA (55 ng/mL) em presenca de
melatonina (0.1 mM) mantidos em RPMI por 18 horas. AFMK e AMK foram detectados por
fluorescéncia (Aex 340, Aem 460 nm) e absorbancia (254 nm) respectivamente. Os inserts
mostram o espectro UV-VIS de AFMK e AMK.
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Figura-12: Cinética de formacdo de AFMK (A) and AMK (B) a partir da oxidacdo de
melatonina (0,1 mM) por neutréfilos (2,5x10° células/mL) ativados com LPS (1pg/mL) ou
PMA (55ng/mL) apds incubagéo de 0, 15, e 30 minutos e 1, 2, 4 e 18 horas em RPMI. Estes

dados representam a meédia = EP de 3 experimentos.

A condigao cromatografica utilizada possibilitou uma separacgao eficiente e uma
quantificacdo sensivel de AFMK e AMK (Figura-11). Tanto AFMK por sua
caracteristica fluorescente, a qual ndo é usualmente encontrada em derivados
indolicos biolégicos como triptofano, serotonina e melatonina, quanto AMK com
espectro de absorbancia centrado em 380nm puderam ser reconhecidos.

A cinética de formagao de AFMK e AMK mostrou que neutréfilos ativados com
LPS ou PMA converteram melatonina em AFMK (Figura 12A). AMK, o produto
esperado a partir da deformilagdo do AFMK, também foi formado (Figura-12B). A
formacdo de AFMK pdde ser observada em tempos curtos de incubacido e foi
progressiva com o tempo. Na auséncia de estimulo a produgdo de AFMK em 18
horas foi aproximadamente 20% daquela produzida em presenca de LPS enquanto
AMK nao foi detectado (dados ndo mostrados). A concentracdo de AMK nas culturas
foi relativamente baixa quando comparada com o seu precursor AFMK. A ativacao
de neutrdéfilos com PMA produziu concentragcdes maiores de AFMK e AMK do que

ativacao com LPS.
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4.1.4. Efeito de melatonina, AFMK e AMK sobre a apoptose de neutrdfilos

O estudo do efeito de melatonina e seus produtos de oxidacdo sobre a
apoptose de neutréfilos tornou-se ainda mais importante face aos resultados
mostrados no item 4.1.2. O fato de melatonina e seus metabdlitos inibirem a
liberacao de IL-8 e TNF-a poderiam ser secundarios a um efeito citotéxico destes
compostos que levasse a perda de viabilidade celular. Neste sentido realizamos
ensaios para avaliarmos a viabilidade dos neutréfilos frente a melatonina utilizado
microscopia optica. Fizemos experimentos com diferentes tempos de incubacao de
célula com melatonina (tempo zero e 2 horas) e presenga ou nao de estimulo (PMA)
(Figura-13).
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Figura-13: Neutrdfilos (2,0 x 10° células/mL) estimulados com PMA (53ng/mL) ap6s 2 horas
de incubacdo com ou sem melatonina (1mM). Os controles também sao mostrados. A:
PMN; B: PMN/melatonina; C: PMN/PMA; D: PMN/PMA/melatonina. Este € um exemplo

representativo de 2 experimentos com diferentes preparagdes de neutrdfilos.
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Observamos apds 2 horas de incubacdo, ainda que preliminarmente, uma
diminuicdo na vacuolizagdo celular e uma diminuigdo de nucleos picnéticos na
presenca de melatonina (Figura-13B).

Para obtermos informagdes mais precisas a respeito da fungao da melatonina e
também de AFMK e AMK sobre a viabilidade de neutréfilos realizamos ensaios de
apoptose celular através da marcagdo com Anexina/Pl e ensaios de fragmentagéo
de DNA do nucleo celular através de marcag&o com PI. As Figuras 14 e 15 mostram
respectivamente um histograma representativo de apoptose e fragmentagcédo de DNA
nuclear constitutiva de neutréfilos analisados imediatamente apds o seu isolamento
e apos 18 horas de cultura. O efeito de melatonina, AFMK e AMK sobre a morte de
neutrofilos e sobre a fragmentacdo de DNA de neutrdfilos sdo mostrados nas

Figuras 16 e 17 respectivamente.
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Figura-14: Histogramas representativos de neutréfilos marcados com Anexina V-FITC e PI
apo6s zero (i) e 18 horas de incubacgao (ii). Tamanho/granulosidade (A); Anexina/Pl (B);
Anexina (C); e PI (D). Consideram-se células viaveis aquelas com marcacao negativa para
Anexina e PI (LL, Low Left) (FITC/PI), células em apoptose inicial com marcagao positiva
para Anexina e negativa para Pl (LR, Low Right) (FITC*/PI'), e células em apoptose tardia
com as duas marcagdes positivas (UR, Up Right) (FITC*/PI). O indice de apoptose de

neutrdfilo foi monitorado por citometria de fluxo.
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Figura-15: Histogramas representativos de fragmentacdo de DNA gendmico de neutrdéfilo
marcado com Pl apds zero (i) e 18 horas de incubacéo (ii). Tamanho/granulosidade (A); PI

(B). O indice de fragmentacdo de DNA foi monitorado por citometria de fluxo.
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Figura-16: Efeito de melatonina (A), AFMK (B) e AMK (C) (0,1 ou 1,0 mM) sobre a morte de
neutréfilos (1,7x10° células/mL, marcados com Anexina V-FITC e PI). Apdés 18h de cultura
duas subpopulacbes de neutréfilos foram identificadas: células em apoptose inicial com
marcagao positiva para Anexina e negativa para Pl (FITC*/PI), e células em apoptose tardia
com as duas marcagdes positivas (FITC'/PI*). O indice de apoptose foi monitorado por
citometria de fluxo. Este grafico é representativo de 4 experimentos € a média + EP de 1
experimento em ftriplicata. (* equivale a p < 0,05, *x p < 0,005 e *** p < 0,001 quando

comparados com o grupo controle).
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Figura-17: Efeito de melatonina (A), AFMK (B) e AMK (C) (0,1 ou 1,0 mM) sobre a
degradacdo de DNA de neutréfilos (1,7x10° células/mL, marcados com Pl) apds incubagao
de 18h. O indice de degradacédo de DNA foi monitorado por citometria de fluxo. Este grafico
€ representativo de 4 experimentos e a média + EP de 1 experimento em triplicata. (*

equivale a p 0,05, #* p < 0,005 e *** p < 0,001 quando comparados com o grupo controle).

Neutréfilos sdo constitutivamente apoptéticos e apdés 18 h de cultura
aproximadamente 80% das células ja iniciaram o processo de apoptose. A morte

celular representa os resultados de apoptose inicial e tardia. Quando esses dados
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sao analisados em conjunto pode se observar que nenhum dos trés compostos,
melatonina, AFMK e AMK, aumentaram a morte dos neutrofilos, pelo contrario,
AFMK e AMK, protegeram os neutréfilos de morte celular (Figura-16). Por exemplo,
um decréscimo de aproximadamente 25% na morte celular foi observado com 1mM
de AFMK e AMK (Figuras 16B e 16C). Para os ensaios de fragmentacdo de DNA
pdde ser observado que as duas concentragdes testadas de AFMK e AMK (0,1 e
1mM) inibiram significativamente a fragmentacdo do DNA gendmico de neutrofilos
apos cultura de 18 horas (Figura 17B e 17C), enquanto melatonina mais uma vez
nao teve efeito. O efeito protetor de AFMK e AMK foi, no minimo, similar ao efeito do
LPS, um inibidor conhecido de apoptose, pois ndo houve sinergismo entre
AFMK/AMK e LPS.

4.2. Processo inflamatorio e a oxidacdo de melatoninain vivo

4.2.1. Dosagens de melatonina e AFMK em liquor

Visando verificar a ocorréncia da reagcao de oxidagdo da melatonina in vivo,
durante o processo inflamatério e em uma condi¢do analitica simples, padronizamos
dosagens de melatonina e AFMK em fluidos biolégicos por HPLC.

Foram analisadas 20 amostras de liquor de pacientes com meningite viral, e 8
amostras controle. As amostras foram purificadas e concentradas a partir de um
processo de extragdo com diclorometano com o objetivo de amplificar os sinais de
fluorescéncia de melatonina e AFMK. A Figura-18 apresenta trés cromatogramas
com o objetivo de mostrar e identificar a presenca de AFMK nas amostras de liquor

com meningite viral.
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Figura-18: Cromatograma representativo obtido por HPLC de 100nM de AFMK sintetizado
(A), amostra de liquor de paciente com meningite viral (B) e 0 mesmo que B mais 100 nM de
AFMK sintetizado (C). As setas indicam AFMK em todos os cromatogramas. As amostras

foram extraidas como descrito em Material e Métodos.

Na maioria das amostras de liquor dos pacientes com meningite viral foi
identificado um pico com o0 mesmo tempo de retencdo que o padrao de AFMK. A
identidade destes picos foi confirmada por contaminagdo com padrao de AFMK
(Figura-18). Uma identificagdo mais rigorosa foi realizada por espectrometria de
massa ([M+H"] m/z = 265 usando eletrospray (ES/MS).

As concentracbes de melatonina e AFMK nas amostras analisadas foram
determinadas através de curvas padrao construidas a partir de melatonina comercial
e AFMK sintetizado, ambos extraidos com diclorometano. Nossas condi¢coes
permitiram estabelecer um limite de detecgéo (sinal/ruido = 3:1) 3 e 10 nM e um
limite de quantificagdo (sinal/ruido = 10:1) 10 e 50 nM, para melatonina e AFMK
respectivamente. A recuperagéo de melatonina e AFMK apés a extragao foi de 60%.
Nas condi¢des utilizadas a relagdo do sinal com a concentragdo se mostrou linear
para melatonina (r = 0.9985, n = 3, p<0.0001) na faixa de 10-30 nM e para AFMK (r
= 0.9999, n = 3, p<0.0001) na faixa de 50-500 nM (Figura-5 Mateial e Métodos).
Para concentragbes menores, tanto de melatonina quanto de AFMK, n&o se obteve
reprodutibilidade nos sinais das areas. A detecg¢ao e quantificagdo de melatonina e

AFMK nas amostras de liquor sdo mostradas na Figura-19.
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Figura-19: Analise de melatonina e AFMK em amostras de liquor por HPLC. Melatonina e
AFMK nado foram detectados nas amostras controle (n=8). As amostras de liquor de
pacientes com meningite viral foram classificadas em grupos. O grupo | representa
melatonina (n=14) (A) ou AFMK (n=4) (B) nao detectados, o grupo |l representa melatonina
(n=6) (A) ou AFMK (n=10) (B) detectados, mas ndo quantificados e o grupo lll representa

AFMK quantificado em concentragdes = 50 nM.

Das 8 amostras controle nenhuma apresentou sinal de fuorescéncia para
melatonina ou AFMK. Melatonina foi detectada em 6 e AFMK em 16 das 20
amostras de liquor de pacientes com meningite viral. Para melatonina, nenhuma das
6 amostras detectadas pode ser quantificada pois a concentracdo de melatonina
estava abaixo do limite de quantificagdo (= 10nM) (Figura-19A). Para AFMK, do total
de 16 amostras detectadas, 6 foram quantificadas com concentracbes variando
entre 50 e 500nM (Figura-19B). A analise quantitativa de AFMK nao foi possivel em
todas as amostras pois o limite de quantificacao estabelecido foi de concentragdes =
50nM.

Baseado nos dados acima foi definido na Figura 19 A duas regides: grupo |,
relativo as amostras onde melatonina n&do foi detectada e grupo I, relativo as
amostras onde melatonina foi detectada, mas nao quantificada. Para AFMK (Figura
19 B) foram definidas trés regides: grupo |, relativo as amostras onde AFMK nao foi
detectado, grupo Il, relativo as amostras onde AFMK foi detectado, mas n&o
quantificado e grupo lll, relativo as amostras onde AFMK foi quantificado com

concentracdes variando entre 50 e 500nM.
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4.2.2. Correlacado entre a presengca de melatonina ou AFMK no liquor com
parametros inflamatérios como: celularidade, concentracéo de proteinas,
TNF-a, IL-8 e IL-1

E importante notar que embora as amostras de liquor tenham sido coletadas
em diferentes momentos do dia ndo foi evidenciada nenhuma correlagdo entre a
concentracdo de AFMK nas amostras com o ciclo claro/escuro. Para obtermos
informagdes a respeito da fungdo de melatonina e AFMK nas amostras de liquor,
estudamos a correlagdo entre estes dois compostos com alguns parametros
inflamatorios como: celularidade (Figura-20), concentragédo de proteinas (Figura-21),
TNF-a, IL-8 e IL-1pB (Figura-22, dados apresentados somente para AFMK). Para isso
nds consideramos, além do grupo controle, os mesmos trés grupos mencionados
acima, ou seja, analito ndao detectado (grupo 1), detectado, mas nao quantificado
(grupo Il) e quantificado (AFMK = 50nM) (grupo lI).
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Figura-20: Celularidade versus presen¢a de melatonina (A) ou AFMK (B) em amostras de
liquor. Consideramos, além do grupo controle, os grupos: analito ndo detectado (grupo 1),

detectado mas, n&o quantificado (grupo Il) e quantificado (AFMK = 50nM) (grupo II).
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Figura-21: Concentracédo de proteina versus presenga de melatonina (A) ou AFMK (B) em
amostras de liquor. Consideramos, além do grupo controle, os grupos: analito ndo detectado
(grupo 1), detectado mas, nao quantificado (grupo Il) e quantificado (AFMK = 50nM) (grupo
). (* equivale a p < 0,05 e ** p < 0,005).
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Figura-22: Dosagem de TNF-a (A), IL-8 (B) e IL-1B (C), em amostras de liquor.
Consideramos, além do grupo controle, os grupos: AFMK nao detectado (), detectado, mas

nao quantificado (Il) e quantificado (= 50nM) (lll). (* equivale a p < 0,05).

Observamos que o grupo |l mostrou os maiores valores de numero de células
(Figura-20) e concentragdo de proteinas (Figura-21). O gupo Il mostrou uma
distribuicdo e uma média de valores muito similar ao grupo controle (Figuras 20 e
21). O mesmo comportamento foi observado para as citocinas pro-inflamatorias
(Figura-22), onde o grupo Il e o grupo controle mostraram uma diferenca estatistica,

especialmente para IL-8.
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4.2 .3. Efeito de AFMK em artrite induzida em coelhos

A presenca de AFMK em amostras de liquor de pacientes com meningite viral e
sua correlagdo com parametros inflamatérios adicionado ao efeito de AFMK
observado nos ensaios in vitro leva-nos a concluir que AFMK tem propriedades
antiinflamatorias. Dessa forma para ampliarmos o estudo da funcdo deste composto
em processos inflamatérios avaliamos em colaboracdo com a Professora Suzana
Beatriz Verissimo de Melo da FMUSP o efeito de AFMK sobre um modelo
experimental de artrite induzida em coelhos. Como esperado, observamos uma
diminuicao significativa na celularidade dos liquidos sinovial tratados com AFMK
(Figura-23).
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Figura-23: Contagem diferencial de leucdcitos (neutréfilos [1 e mondcitos M) na cavidade
articular de coelhos com artrite induzida por antigeno apds 24 horas. Os animais tiveram
artrite induzida nos dois joelhos e duas horas depois receberam injecdo de AFMK
(0,26mg/mL) no joelho esquerdo e do veiculo no joelho direito. Estes dados representam a

média de 5 experimentos. (* equivale a p < 0,05).
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5. Discusséao

5.1. Efeito da reacdo de oxidacdo da melatonina e de seus produtos de

oxidacdo, AFMK e AMK, sobre neutréfilos: ensaios in vitro

Neste estudo avaliamos a cinética de formacdo de AFMK e AMK a partir da
oxidacdo de melatonina e descrevemos os efeitos destes compostos sobre
diferentes funcbes de neutrdfilos. Especificamente, estudamos o efeito de
melatonina, AFMK e AMK sobre a producdo de HOCI e citocinas e sobre a morte
celular.

Nossos resultados séo claros em relacdo a cinética de formagcao de AFMK e
AMK onde mostramos que neutrofilos ativados com LPS ou PMA converteram
melatonina em AFMK. AMK, o produto esperado a partir da deformilagdo do AFMK,
também foi formado (Figura-12). Em relacao a funcéo de neutrofilos mostramos uma
acao inibitéria de melatonina sobre a produgdo de HOCI a partir de 0,05 mM
(Figuras 6 e 7). AMK inibiu a produgdao de HOCI somente em altas concentracoes
(1mM) e AFMK nao teve efeito. Melatonina também inibiu a liberagdo de IL-8
(Figura-10A) e, embora de forma menos intensa, inibiu a liberagdo de TNF-a
(Figura-9A). O efeito inibitorio da liberagéo de citocinas foi extensiva a AFMK e AMK,
que em alguns casos se apresentaram mais potentes que a propria melatonina
(Figuras 9 e 10). Sobre o efeito destes compostos na viabilidade celular vimos que
AFMK e AMK, mas n&o melatonina, retardaram a morte celular e a degradacéo de
DNA de neutrdfilos (Figura-16 e 17).

Analizando os resultados obtidos no estudo da cinética da reacdo de oxidagao
da melatonina, observamos que neutréfilos ativados com PMA produziram
concentragdes maiores de AFMK e AMK do que ativacdo com LPS. Isto se deve
provavelmente a maior habilidade de PMA, em relacédo a LPS, em induzir producao
de anion superoxido e, possivelmente, a degranulagdo de MPO (151), o que
favorece a oxidacdo de melatonina. A concentracdo de AMK nas culturas foi
relativamente baixa quando comparada com o seu precursor AFMK. A baixa
quantidade de AMK pode ser devido a deformilagdo ineficiente de AFMK em
neutrofilos. Embora leucdocitos contenham esterases, ndo existe descricao de

formamidase em neutréfilos. Uma outra possibilidade é que o AMK formado poderia
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ser subsequentemente metabolizado (Esquema-6). Na verdade existem dados do
grupo de que AMK é oxidado pela prépria MPO, o mesmo n&o ocorre com AFMK
(152). Embora o produto de oxidagdo de AMK por MPO n&o tenha ainda sido
identificado, AMK é completamente consumido por neutrdéfilos ativados durante 60
minutos de incubacgao (152). Em adi¢ao, foi recentemente descrita a alta reatividade
de AMK com ERO (76). Consequentemente a concentracdo de AMK encontrado em
nossos experimentos pode representar uma fragdo da concentracao total produzida
pela deformilacdo de AFMK.

CHs CH;Q CH30.
omdaga © /E N deformﬂag 0 \@&A Produtos néo
(0] |\/|po/|-|£)|2/o2 Formamldase |dentificados
esterase
H
melatonina AFMK AMK

Esquema-6: Oxidagcdo de melatonina e formacdo de AFMK que pode ser deformilado a
AMK.

A partir do estudo da cinética de formacdo de AFMK e AMK em neutrdfilos,
descrito acima, fica clara a importancia da compreensdo da participacdo da
melatonina e de sua oxidagdo no sitema imune. AFMK e AMK s&o analogos dos
produtos formados a partir da oxidagéo do triptofano, N-formilquinurenina (NFK) e
quinurenina, respectivamente (3). Apesar de varias atividades biolégicas terem sido
descritas para NFK e quinurenina (4,5) praticamente, ndo existem relatos sobre
possiveis atividades de AFMK e AMK. Para estes sao descritos apenas a inibicdo da
sintese de prostaglandinas (72) e propriedades antioxidantes (75,76).

Em relacdo a formacao de HOCI, melatonina e AMK inibiram a formacao de
HOCI o que era esperada uma vez que ambos os compostos sao substratos de
MPO (2,152). Similarmente, o fato de que AFMK n&o interfere com a producéo de
HOCI era esperado, uma vez que AFMK nao é substrato de MPO. Este composto
nao reage com MPO nem com peroxidase (152).

A oxidacao de melatonina por MPO envolve a enzima na sua forma nativa,

composto | e composto Il (91). Esta reagédo é O; dependente provavelmente devido

a participagdo do O; no processo de reciclagem do composto Il (153) (Esquema-7).

Este mesmo mecanismo pode ser esperado para a oxidagao de AMK.
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Esquema-7: Reagdes catalisadas por MPO. Além da formacdo de HOCI MPO pode oxidar
varios substratos incluindo melatonina. Composto | oxida melatonina a um cation radical, e
O; € usado para reciclar o composto Il a enzima na sua forma nativa. As setas em verde

representam o ciclo peroxidasico.

Este ciclo, MPO nativa/composto l/composto II/MPO nativa compete com a

formacao de HOCI. Além de competir como substrato para MPO o ciclo peroxidasico

consome H;O, e O; . Ha a inibigdo da formagédo de HOCI e como consequéncia ha

também inibicdo da formacado de espécies reativas derivadas do HOCI, como por
exemplo, o oxigénio singlete. Pode-se esperar que a supressao de todas estas ERO
reflitam na atividade microbicida de neutrdfilos (killing), especialmente no caso de
bactérias suceptiveis como S. aureus (154). Em trabalho paralelo do grupo foi
observado que tanto melatonina e AMK quanto AFMK inibem o killing de S. aureus
por neutrofilos (149). Assim, embora a supressdo de ERO poderia se aceita como o
mecanismo provavel pelo qual melatonina e AMK inibem o killing, este ndo é o caso
de AFMK. Apesar de AFMK ser um antioxidante supostamente potente (75) esta

atividade nao pode ser considerada no contexto deste estudo, pois o0 sequestro de

ERO primarias como H,0, e O; por AFMK causaria um decréscimo na produgéo de

HOCI, o que nao foi observado neste estudo.
Como conclusédo, nossos achados sugerem que embora a inibigdo da produgéo
de HOCI tenha participagao na inibicdo da atividade killing promovida por melatonina

e AMK, este mecanismo nao deve atuar sozinho. A intensidade e padrao de inibigao
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do killing promovido por melatonina, AFMK e AMK s&o muito similares (149), assim é
altamente provavel que a atividade inibitéria destes compostos no killing seja
desencadeado também por outros mecanismos que nao envolvam agao
antioxidante. O killing € um processo complexo onde ndo somente a produgao de
ERO é relevante. Como exemplo, € conhecida a importancia da ativagao de enzimas
proteoliticas e a troca de eletrdlitos através da membrana para a atividade
bactericida de neutrofilos (83).

Outras questbes surgem a partir dos nossos resultados. Uma questdo em
aberto é de que forma a melatonina e seus produtos de oxidagdo controlam a
producao de citocinas por neutrdfilos. A inibicdo da producédo de citocinas por
melatonina, AFMK e AMK n&o é decorrente de perda de viabilidade celular e deve
envolver mecanismos regulatérios refinados. Apesar de ndo termos estudado o
mecanismo desse processo ha a possibilidade de que neste caso as propriedades
antioxidantes de melatonina (33-31), AFMK (75) e AMK (76) estejam envolvidas.
Antioxidantes modificam o estado redox da célula e levam consequentemente a um
decréscimo na producgao de citocinas. Esta proposta é consistente com a ativagao,
por ERO, dos caminhos de sinalizagdo importantes na inflamacéao, por exemplo com
0 mecanismo geral de ativagao de NF-xB e AP-1(155). De fato, foi recentemente
descrito que melatonina inibe a ativagao destes fatores (156) Vale ressaltar que a
inibicdo na liberagdo de TNF-a e IL-8 induzida por melatonina deve ter a
contribuicdo de AFMK e AMK, uma vez que ambos sao gerados neste sistema. Da
mesma forma, o efeito desencadeado por AFMK deve ter alguma contribuicdo do
AMK.

Apesar de AFMK e AMK néao afetarem a apoptose de neutréfilos ativados por
LPS, observamos neste trabalho que AFMK e AMK, mas nao melatonina inibiram a
apoptose espontanea de neutréfilos. Neutréfilos sdo constitutivamente apoptéticos e
acredita-se que varios grupos de proteinas estejam envolvidas na execugao e
regulacdo deste processo. Proteinas da familia Bcl-2, considerada como principal
regulador da apoptose, podem previnir (por exemplo, Mcl-1) ou promover (por
exemplo, Bax) a apoptose (157). A translocacdo de Bax para a mitocéndria leva a
perda do potencial de membrana com consequente liberacdo do citocromo c e
formacdo de proteinas pré-apoptéticas (caspases). E aceito que a concentragdo de
Bax mantém-se constante enquanto a concentragédo de Mcl-1 diminue com o tempo

0 que favorece a apoptose de neutréfilos. Dessa forma, a apoptose espontanea de
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neutréfilos poderia ser diminuida por agentes que aumentassem a expressao de
Mcl-1 ou impedissem a translocacido de Bax para a mitocdndria. Este € o mecanismo
proposto para inibidores conhecidos da apoptose espontanea de neutréfilos como
por exemplo, fator estimulador de colénia de granuldcito e macrofago (GM-CSF e G-
CSF) (158,159). O achado de que AFMK e AMK inibem a apoptose espontanea de
neutrofilos é inédito e estes compostos poderiam atuar em varios dos caminhos
envolvidos no complexo mecanismo da apoptose espontanea de neutrofilos. Este é
um assunto de extrema relevancia que merecera uma atengao no futuro préximo.

O fato que AFMK e AMK foram mais potentes que a melatonina em inibir a
liberagdo de IL-8 e TNF-a e inibir a morte celular por neutréfilos, e o fato que
neutréfilo oxida melatonina ampara fortemente a idéia de que pelo menos parte dos
efeitos inibitorios descritos para melatonina pode nao ser direto, mas sim mediado
por seus metabdlitos. Adicionalmente, baseado no conhecimento de que as
concentracbes de TNF-a e IL-8 contribuem para a severidade do processo
inflamatério (116,150,160), este estudo prové um background para explicar, por
exemplo, o efeito de melatonina na atenuacao da inflamagéo aguda e cronica (161-
164), dor (165), infiltracdo de leucdcitos (166) e angiogénese (167). Em uma visao
mais ampla, o achado de que melatonina e seus metabdlitos atuam amplamente
sobre neutréfilos adiciona uma informacdo chave para a compreensao da fungao
biolégica de melatonina como um imunomodulador. Todos os aspectos comentados
nesta discussdo deverdo ser considerados quando do uso terapéutico da
melatonina, especialmente em doencas onde neutréfilos desempenham uma fungao
fundamental.

Em conjunto, nossos dados corroboram com a idéia inicial de que a rota de
metabolizagcdo de melatonina pode ser util no controle da intensidade do processo
inflamatério através do consumo de ERO, controle de liberagdo de citocinas e da

sobrevida de neutrdfilos.

5.2.  Processo inflamatorio e a oxidagdo de melatonina in vivo

Apesar do crescente numero de estudos sobre a agéo bioldgica da melatonina,
ainda ndo se tém informagdes diretas que evidenciem a participagcdo deste
composto na resposta imune. Esta participagcdo dependeria da biodisponibilidade e

de altas concentracdes de melatonina. E sabido que a concentragdo sérica de
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melatonina é bastante baixa, isto €, a concentragcdo maxima nao ultrapassa 300
pg/mL (1,12). Entretanto, contribuicbes recentes demonstraram que linfocitos
ativados sintetizam grandes quantidades de melatonina (63), células mononucleares
ativadas possuem as enzimas necessarias para a sintese de melatonina (62) e
concentragdes elevadas de melatonina foram identificadas na medula 6ssea (65) e
em macrofagos peritdbneais de ratos (64).

Em um recente editorial, Reiter e Tan (168) levantaram a questdo sobre qual
poderia se considerada a concentragdo fisiolégica de melatonina. Os autores
argumentam que a concentragao de melatonina em células, organelas e em outros
fluidos biolégicos, que ndo sangue, ndo deve necessariamente estar em equilibrio
com a concentragao de melatonina no plasma. Assim, por exemplo, concentracoes
de melatonina levemente acima ou muito acima daquela observada no soro estao
presentes no LCR (18) e no terceiro ventriculo (17) respectivamente. A alta
concentracdo de melatonina presente no sistema ventricular, particularmente no
terceiro ventriculo onde a concentracdo de melatonina € 20 vezes maior que no
sangue, é resultante da passagem de melatonina da glandula pineal, via recesso da
pineal, para o sistema ventricular (17).

Acreditando que a concentracdo de melatonina seja alta (maior que a
concentragdo sérica) em sitios especificos e supondo a presenga de células
inflamatorias em alguns destes sitios, ha entdo a possibilidade de ocorrer a oxidagao
de melatonina e formagdo de AFMK. Neste sentido, a melatonina poderia ser
oxidada ndao enzimaticamente através de sua reacdo com ERO ou enzimaticamente
em reagdes catalizadas por MPO ou IDO. O foco inflamatorio, desta forma possue
as condicdes necessarias para a busca de AFMK.

Nesta tese nds fizemos a primeira descricdo do achado de AFMK em liquor de
pacientes com meningite viral (Figura 19B). Além disso, é importante notar que a
concentragdo de AFMK encontrada em alguns pacientes excede em duas ordens de
grandeza a concentragdo normal de melatonina encontrada no soro. Na verdade a
concentragcdo elevada de AFMK é proxima a concentracdo de melatonina
encontrada no recesso da pineal (estrutura originada de uma evaginacao do terceiro
ventriculo) de carneiros (169). Este achado confirma nossa hipotese de que o foco
inflamatério possui todas as condicdes necessarias para a procura de AFMK.

Infelizmente o método por nés utilizado n&o apresentou sensibilidade suficiente

para quantificarmos melatonina. E possivel que em condicdes inflamatérias a
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concentracao final de melatonina tenha a contribuicdo da sintese local originada por
células mononucleares. Ainda que de forma preliminar, os nossos resultados
detectando melatonina em LCR de pacientes com meningite amparam esta idéia
(Figura-19A).

As amostras utilizadas neste trabalho foram coletadas possivelmente em
diferentes estagios da doenga. Se imaginarmos que o processo inflamatoério
compreende uma fase inicial pré-inflamatéria que progride até uma fase de reparo e
reestabelecimento da homeostasia, as amostras utilizadas neste estudo devem ser
heterogéneas, algumas pertencendo ao processo inflamatério e outras a fase de
recuperagado. Assim, a sequéncia de eventos envolvida neste processo deve
compreender: a intalagdo do processo inflamatério com migracdo celular e a
progressao do processo inflamatorio com a sintese local de melatonina por células
mononucleares e sua posterior metabolizagcdo a AFMK. Em concentragdes elevadas
de AFMK poderia se esperar uma modulagao negativa da inflamagao, como visto in
vitro e retorno a homeostasia (Esquema-7). Desta forma AFMK em liquor de
pacientes com meningite poderia ser uma resposta natural para previnir, por

exemplo, o dano tecidual.
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Esquema-7: Sintese de melatonina e posterior metabolizacdo a AFMK por céluas imunes como parte

da progressdo de um processo inflamatorio.

Assim, neste estudo n6s observamos paralelamente a determinagdo de AFMK
parametros inflamatérios tais como celularidade (Figura-20), concentracdo de
proteinas (Figura-21) e de citocinas proéinflamatérias (Figura-22). Estes parametros
foram inversamente correlacionados com a concentragdo de AFMK nas amostras.
Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos in vitro onde AFMK
inibiu eficientemente a liberagao de TNFa- e IL-8 por neutréfilos (Figuras 9B e 10B).
Mais uma vez chamamos a ateng¢do para a possibilidade de que a conhecida
atividade antiinflamatoria de melatonina (49,50,55) seja na verdade originada de seu
produto de oxidacao AFMK.

Além da importdncia do achado de que LCR humano, na vigéncia de
meningite, possue AFMK e que a concentragdo deste composto correlaciona-se
inversamente com marcadores inflamatorios, este estudo descreve uma
padronizagao para a determinacdo de AFMK em amostras bioldgicas. O interesse na
determingdo de AFMK em amostras biologicas tem sido crescente. Recentemente,
ainda que em baixas concentragdes (0,2 pmol), AFMK foi quantificado em soro

humano por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (170) e em
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homogenato de retina e no ventriculo lateral de ratos tratados com doses
farmacologicas de melatonina por cromatografia liquida acoplada a um detector de
fluorescéncia (171).

Embora este estudo tenha sido centrado numa condicao inflamatdria restrita ao
sistema nervoso central qualquer condicao inflamatdria, a principio, poderia ser um
bom local para a pesquisa de AFMK.

Apesar de preliminar, mostramos também neste estudo que AFMK diminuiu a
celularidade de liquido sinovial de coelho com artrite. Este achado amplia o
conhecimento dos efeitos antiinflamatérios promovidos por AFMK e corrobora com
nossa hipotese inicial.

Estes dados juntos sugerem que AFMK pode ser um bom marcador de
metabolizagdo de melatonina em focos inflamatdrios, além de ter atividade

imunomodulatoéria.
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6. Conclusodes

Neste trabalho mostramos que:

1- melatonina e AMK, mas nao AFMK, inibem a formacgao de acido hipocloroso
por neutréfilos ativados (Figura 7). Assim, a inibicdo da atividade de killing de
neutréfilos por melatonina, AFMK e AMK ndo pode ser atribuida exclusivamente a
inibicdo da formacéao de acido hipocloroso.

2- melatonina, e em maior intensidade seus produtos de oxidagado, AFMK e
AMK, inibem a liberagdo de TNF-a e IL-8 de neutrdfilos ativados por LPS (Figuras 9
e 10), sugerindo que estes compostos podem ter efeitos antiinflamatorios
importantes;

3- AFMK e AMK retardam a morte de neutréfilos aumentando sua viabilidade
celular (Figuras 15 e 16). Neste caso AFMK e AMK podem garantir uma maior
sobrevida de neutréfilos no foco inflamatério;

4- AFMK esta presente em algumas amostras de liquor de pacientes com
meningite viral (Figura-19). Este achado reforca nossa idéia de que o foco
inflamatorio possui as condigdes necessarias para que a oxidagdo de melatonina
ocorra;

5- a celularidade e as concentragbes de proteina total, TNF-a, IL-8 e IL-1B,
diminuem nas amostras de liquor onde a concentragdo de AFMK é maior (Figuras
20, 21 e 22), amparando os ensaios in vitro, ou seja, AFMK tem efeito
antiinflamatorio;

6- AFMK diminui a celularidade em liquido sinovial de coelhos com artrite
experimental induzida (Figura 23) o que reforga a hipotese de que AFMK tem efeito

antiinflamatoério in vivo;
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ANEXO 2: Termo de Consentimento Pds-Informacéo

Séo Paulo, de de 20

TERMO DE CONSENTIMENTO POS - INFORMACAO

Eu , RG n°

, declaro que apoOs convenientemente esclarecido e tendo

entendido o que me foi explicado, consinto em participar do protocolo de pesquisa
“Oxidacdo de melatonina e formagdo de  N1l-acetil-N2-formil-5-
metoxiquinuramina: possiveis efeitos biolégicos”, que utilizard amostras de
sangue total ou de liquor (obtido por puncdo lombar). As amostras de sangue total
serdo coletadas de individuos aparentemente saudaveis e as amostras de liquor
serdo coletadas somente se houver indicagcdo médica e uma aliquota sera utilizada
se o diagnostico for confirmado para meningite viral. O objetivo deste estudo é
avaliar o efeito de melatonina, AFMK e AMK em neutréfilos do sangue total e avaliar
a presenca de melatonina e AFMK nas amostras de liquor. Também serdo avaliados
no liguor o nimero de leucécitos e a distribuicdo diferencial e a concentracdo de
proteinas e citocinas proinflamatérias. Tendo sido devidamente esclarecido que tal
participacdo ndo apresenta dano a saude e podendo retirar o consentimento a

gqualquer momento, sem que isto traga prejuizo a continuidade de assisténcia.

Assinatura do Paciente ou do Responséavel Legal

Sueli de Oliveira Silva
Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo
Telefone: 3091-3637



ANEXO 3: LCR de Pacientes com Meningite Viral.

79

LCR |Idade Sexo Celularidade Citomorfologia Proteinas Totais
(anos) (mm?3) (mg/dL)
1 9 F 14 células LO6; MO7; N83; M®O01 28
2 5 M 92 células LO4; M03; N90; M®03 41
3 6 M 232 células L14; M17; N67; M®O02 46
4 13 M 105 células L33; MO1; N66; M®O1 32
5 29 F 02 células LOO; MOO; NOO; M®00 20
6 M 120 células LO3; M02; N94; M®01 48
7 F 790 células LO2; MO1; N95; M®02 55
8 10 M 138 células L19; M30; N46; M®04 34
9 35 F 429 células L78; M06; N16; M®O02 70
10 6 F 298 células L12; M31; N55; M®O1 43
11 4 M 592 células L20; M18; N53; M®02 55
12 7 M 5,7 células LO8; M15; N72; M®05 33
13 3 M 176 células L90; M04; NO6; M®05 67
14 8 M 1.088 células  LO1; MO1; N97; M®0O1 105
15 14 M 274 células LO7; MO1; N92; M®O1 43
16 F 70 células LO5; MO3; N90; M®02 36
17 M 300 células LO5; MO3; N90; M®02 a7
18 M 6970 células  L11; M11; N78; M®03 191
19 33 M 60 células L14; M0O8; N77; M®05 145
20 5 F 1.070 células  L02; MO4; N92; M®01 56
L= linfocitos;

M= Mondcitos;
N= Neutrdfilos;
M®= Macro6fagos;



ANEXO 4: LCR de Pacientes Usado como Amostras Controle.

LCR Idade Sexo Celularidade Proteinas Totais

(mm?) (mg/dL)
1  2meses F 5,0 células 11
2 2 meses M 20 células 42
3 27 anos M 1,0 célula 25
4 61 anos F 2,7 células 23
5 1 anos F 1,7 células 17
6 52 anos M 36 células 36
7 19 anos F 2,0 células 29
8 21 anos M 1,0 célula 23
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ANEXO 5: Trabalhos Publicados e Submetidos no Periodo

Trabalhos Publicados no Periodo

Myeloperoxidase-catalyzed oxidation of melatonin by activated neutrophils.

Oxidation of melatonin and its catabolites, N*-acetyl-N? -formyl-5-
methoxykynuramine and N*-acetyl-5-methoxykynuramine, by activated leukocytes.

Neutrophils as a specific target for melatonin and kynuramines: effects on cytokine

release.



