UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA o

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO  PEHHA
EM CIENCIAS (FISIOLOGIA GERAL)
LABORATORIO DE CRONOFARMACOLOGIA

Melatonina como fator regulador do perfil de ativacao
de microglias no cerebelo de ratos

Melatonin as a regulatory factor of rat cerebellar
microglia activation

EWERTON DA SILVA DE SOUZA

SAO PAULO
2021



EWERTON DA SILVA DE SOUZA

Melatonina como fator regulador do perfil de ativacdo de microglias
no cerebelo de ratos

Melatonin as a regulatory factor of rat cerebellar microglia activation,

Dissertacdo apresentada ao Departamento
de Fisiologia do Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sao Paulo, para a
obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias
na &rea de Fisiologia Geral.

Orientadora: Profa. Dra. Regina
Pekelmann Markus

Séao Paulo
2021



FICHA CATALOGRAFICA

Ficha catalografica elaborada pelo Servigo de Biblioteca do Instituto de Biociéncias da USP,
com os dados fornecidos pelo (a) autor (a) no formulario:
‘https:/ibiblioteca.ibusp.brificha-catalografica/srefficha.php’

Souza, Ewerton da Silva

Melatonina como fator regulador do perfil de
ativagdo de micreglias no cerebelo de rates |/
Ewerton da S5ilva Souza ; orientadora Regina

Pekelmann Markus =-- S3oc Paulo, Z021.
73 p.
Dissertagdo (Mestrado) =-- Instituto de

Bigciénecias da Universidade de 53c Paulo. Programa
de Pog-Graduagdoc em Fisiologia.

1. Melatonina. 2. Microglias. 3. Ativagdo de
microglias. 4. Cerebelo. I. Markus, Eegina
Pekelmann, orient. II. Titulo.

BibliotecAria responsfvel pela catalogacio:
Elisabete da Cruz Newes - CRB - B/GB22B



Nome: Ewerton da Silva de Sousa

Titulo: Melatonina como fator regulador do perfil de ativacao de microglias no cerebelo de
ratos

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Biociéncia da Universidade de Séo Paulo para
obtencéo do titulo de Mestre em Ciéncia

Aprovado em:

Banca Examinadora

Prof. Dr. Instituicdo:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicdo:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicdo:
Julgamento: Assinatura:
Prof. Dr. Instituicdo:
Julgamento: Assinatura:




DEDICATORIA

Aos meus familiares e amigos
que me apoiaram e estiveram
comigo durante a realizacéo
deste trabalho.



EPIGRAFE

“Para ser grande, sé inteiro: nada
Teu exagera ou exclui.

Sé todo em cada coisa.

Pde quanto és

No minimo que fazes.

Assim em cada lago a lua toda
Brilha, porque alta vive.”

Fernando Pessoa



AGRADECIMENTOS

Coloco em primeiro lugar minha gratiddo a Deus por ter me proporcionado salde, sabedoria e
me guiado no decorrer desta etapa.

E agradeco imensamente...

A minha orientadora Regina Markus pela oportunidade, por seu tempo e dedicacdo na
conducdo deste trabalho e pelos ensinamentos que obtive durante o processo. Muito
obrigado!!!

A primeira pessoa a me apresentar a ciéncia na pratica, Professora Ana Lucia Beirdo Cabral,
que presto, através deste trabalho, minha homenagem! Infelizmente ndo esta entre nds para
presenciar este feito, mas com certeza deixou frutos com seus ensinamentos. Eterna saudade!

A minha mae, Edilene, a mulher mais guerreira e que mais amo, que ndo mediu esforcos em
me ajudar e acreditar nas minhas ambicgdes. Obrigado por todo apoio e amor!

Ao meu pai, Sergio, um exemplo de homem com um carater incomparavel. Agradeco
imensamente seu apoio em todos 0s momentos e por ser minha inspiracdo na busca de novas
possibilidades em todas as circunstancias.

A minha amada avd, Aparecida, que sempre acreditou e torceu por mim.
Ao meu irmdo, Felipe, pelo apoio reciproco que sempre tivemos! Valeu meu irmao!

Aos meus tios, Mauricio e Leandra, por todo suporte e carinho que recebi de vocés durante
essa trajetdria! Sou eternamente grato!

A minha namorada, companheira e melhor amiga, Andresa, que entrou na minha vida no
meio desse processo e esteve comigo em todos os momentos. Obrigado pelo amor,
cumplicidade e carinho, sem vocé teria sido mais dificil!

A0s meus sogros e amigos, Roberval e Rosenea, pessoas incriveis com quem tenho prazer de
conviver e tenho grande aprego.

Ao meu amigo e colega de laboratério, Edson, por toda ajuda no desenvolvimento deste
projeto, pela amizade e por muitas colaboracbes na divulgagédo cientifica no grupo BIO+.
Teremos muita historia pra contar “Adelson”!

Aos meus queridos amigos, Rafael, Lucas, Rita e José, por todos os bons momentos juntos e
por aturarem meu papo de bidlogo falando de ciéncia. Obrigado por todo apoio e acolhimento
gue me deram durante essa fase.

Ao meu grande amigo, Douglas, que fez parte de toda minha trajetéria, da escola a faculdade,
e ndo me deixou na mao nesta etapa. Obrigado por todas as palavras de apoio e por acreditar
no meu potencial! Meu sincero agradecimento!

Ao meu amigo Santiago, que me recebeu de bragos abertos em sua republica, que, sem
davidas, foi um lugar de boas conversas, cervejas e churrascos. Sentirei saudades da “Pire
house”!



Ao professor Pedro e a professora Zulma por todo apoio e ensinamentos!

A minha amiga e colega de trabalho Débora Moura, que muito me ajudou durante o
desenvolvimento do projeto, e por boas e divertidas conversas e momentos que tornaram 0s
dias no laboratorio mais leves.

A minha amiga Débora Silva, por toda sua positividade e apoio.
As queridas secretarias do departamento, Roseli e Catherine, por toda ajuda e prontidao!

As funcionérias da portaria, Ideilda, Eliana e Rose, por boas recepcdes e conversas sempre
bem atenciosas e alegres.

A todos os professores que fizeram parte de minha formagdo e que, sem duavidas,
contribuiram com minha chegada até aqui.

A todos os funcionarios e professores do Departamento de Fisiologia do Instituto de
biociéncias da USP. Em especial a professora Ana Maria de Lauro Castrucci pela qual tenho
imensa admiracdo e carinho. E a querida Sandra Muxel, pela amizade, conversas e toda
colaboracéo para a realizacdo deste projeto.

A Isabella, por nossa amizade e por toda, e fundamental colaboragdo para a realizagio deste
trabalho.

Aos meus queridos amigos e colegas de laboratério: San, Gabriela, Marlina, Carol, Kassiano,
Leandro, Yuri, Patricio e Amanda por toda colaboracdo e boa convivéncia durante esses anos.

A todos os demais alunos do Departamento de Fisiologia do Instituto de Biociéncias da USP,
com os quais dividi a sala de aula, organizei cursos de inverno e outros eventos, além dos
bons papos no horéario do café.

Ao apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil
(CAPES) — Cdodigo de Financiamento 001.

As agéncias de fomento FAPESP e CNPQ por todo suporte financeiro para a realizacdo deste
projeto.

E a todos que, injustamente, eu tenha esquecido de citar nos agradecimentos deste trabalho.



SUMARIO

1N RERI0] 51010710 J TR 10
Y T Y (] T [ USROS 11
[ LTS (o T SRR 11
Sintese de Melatonina: Pineal e EXtra-pineal..........ccccooeviiiiiiiiiiveie e 13
MECANISIMOS TE AGHO .......c.vieiieeiieiieie ettt bbb 15
EIXO IMUNO-PINEAL ... s 18
TECIAO CEIEINAL .....veeeee ettt eneas 23
IVHICTOGIIAS ...ttt bt bbbttt e bbbt b ene s 25
DiIferentes fENOIPOS. ... .cuviiiieiee et 26
OBUIETIVOS ...t bbbt bbbttt b e bt et et st benbenneanes 31
ODJETIVO GEIAL ...ttt b e 32
ODjJEtiVOS ESPECITICOS ... vttt ettt 32
RESULTADOS ...ttt sttt b sttt e bbb bt be e st et e b e st sbenbesbennenreas 33
CAPITULO Lottt 35
N 01 - Uod OSSPSR 37
LYoo 13 Tox (o] 4 [P RSUSPPPPRPRPRN 38
Material and MENOS ..........oiiiiiiiicee e e eneas 40
N 0 USRS 40
Material, Reagents, Drugs and ANtiDOGIES..........cccvevieiiiiiiie i 41
(00 | I OT] L (] - USSP 41
FIOWSIGNT CYLOMELIY ... e 41
Phenotype CharaCterization............ccvovieiieiiiie et 42
PRAgOCYLOSIS ASSAY ....veivveveeiieiieiteesteetesteeste e e st e ste et e steeste e esteeateessesaeesteesseaseenteaneeeneeneas 43
Characterizing the relevance of microglia melatonin for the transition from M1 to M2
010110011/ oSSR 43
STALISTICAL ANAIYSIS ...t 43
ST | £ S SSSSR 44
Microglia Phenotypes in LPS-12h Primary Mixed Cerebellar Glia Cell Cultures .......... 44
Autocrine Melatonin increases microglia phagocytic efficiency .........ccocveviieninennne. 45
Microglia-synthesized melatonin is a key player in phenotype transition ....................... 46
D oW 5] o] TR URRR PR 47
AUTNOTSNIP .t bbbttt b bbbt neas 50
ACKNOWIEAGMENTS ...ttt 50
Conflict Of INterest STAtEMENT: ........ociiiieie e e 50

Supplementary MAterial.........c.cccveiviieieeii e 51



RETEIEICES ....oeeeeee et e e ettt e e e e e e e e ettt e e e e e ee e e e eeeeeeeeaennees 53

(010 N [0F HLU LT\ TSP 57
RESUMO .o e ettt e e et et et e et e e et et e e et e e et et e es et e e et e e es et e s et e e et e e s e e rereean e 59
ABSTRACT oot e ee et et e e e e e et et e e e e s et et e e e s et et e e e er et et e e et et et et e et et et eerer e eraranas 61

= = = N[O 1N TSR 63



10

INTRODUCAO



11

Melatonina

Historia

Em 1917, Carey McCord e Floyd Allen. relataram que o extrato de glandulas pineais
de bovinos clareava a pele de girinos (MCCORD et al., 1917). Quarenta anos depois, Aeron
Lerner publicou o artigo intitulado “isolation of melatonin, the pineal gland factor that
lightens melanocytes”, no qual sugeriu o nome melatonina para a substincia isolada da
glandula pineal de bovinos, cujo efeito clareava a pele de sapos devido a agregacdo de
granulos de melanina nos melanécitos (LERNER et al., 1958). Contudo, um ano antes disso
encontra-se uma publicacdo que ja indica ser a melatonina o horménio da glandula pineal
(ALBERTI, 1958). Na mesma década, Mark Altschule e Julian Kitay demonstraram o efeito
de extratos da pineal e sua ablacdo sobre a maturacdo gonadal (KITAY et al., 1954). Estes
dados foram confirmados e incrementados mais tarde por Wurtman et al. (1959), que além de
testar os efeitos da pinealectomia no ovario, também os observou na glandula adrenal e na
hip6fise anterior.

Na decada de 1960, Virginia M. Fiske observou que ratos mantidos em claro constante
apresentavam uma diminui¢do da glandula pineal e seus estudos identificaram a relacdo da
iluminacdo ambiental com a atividade reprodutiva em ratos (FISKE et al., 1962). Em 1961,
Wurtman e seus colaboradores constataram que, sob iluminacdo constante, os animais
também apresentavam uma hipertrofia de ovario e da glandula adrenal, quando comparados
aos ratos mantidos em escuro constante (WURTMAN et al., 1961). Estudos posteriores de
Julius Axelrod e Lerner identificaram e classificaram a melatonina como a molécula
responsavel pelos efeitos observados até entdo com o extrato da glandula pineal. A partir dai,
comecaram a perceber a importancia da melatonina em regular processos enddgenos e que
esta regulacdo era ritmica e estava sobre o controle da luz ambiental. A melatonina ficou
conhecida como horménio antigonadotréfico por diminuir o tamanho e peso de gbnadas,
principalmente em ratas, sendo que a pinealectomia ou a exposi¢do continua a luz revertia
esse efeito (WURTMAN et al., 1963). Apds alguns anos, os resultados que apresentavam
conclusdes contraditorias e opostas, no qual o efeito da melatonina observado em ovelhas
aumentava o tamanho das gonadas, ao invés de seu efeito antigonadotrofico observado em
ratas, levaram a novos questionamentos sobre o real efeito desse horménio (SIMONNEAUX
et al., 2003). A relagdo entre o horménio pineal e o sistema reprodutor segue com varios

estudos mostrando tantos efeitos pro- quanto antigonadotroficos. Estes dados foram todos
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contextualizados por Russel J. Reiter, quando mostrou que o efeito estava relacionado com a
duracdo da gestacdo e a conveniéncia do nascimento no final da primavera, inicio do verdo
(REITER, 1980). Em animais com longos periodos de gestacdo, a monta deveria ocorrer no
outono/ inverno, portanto a melatonina exercia um efeito pré-gonadotréfico, enquanto nos
animais de curta gestacdo, como 0s roedores, a monta ocorre na primavera.

Simultaneamente, experimentos realizados por Wurtman buscavam entender a funcéo
da glandula pineal e como era controlada a producdo de melatonina. Em 1963, Johannes
Ariens-Kappers identificou que a glandula pineal era inervada por neurénios originarios do
ganglio cervical superior, e que esta via de sinalizacdo poderia ser a mesma que sinalizava a
luz provinda da viséo para a glandula pineal. De fato, experimentos comprovaram essa ideia
e, mais tarde, estudos confirmaram que a luz que incide na retina € responsavel pelo controle
circadiano da producdo de melatonina e que a sinalizacdo é realizada via trato retino-
hipotalamico para os nucleos supraquiasmaticos do hipotalamo (NSQs). Entdo, a melatonina
ficou qualificada por sua funcdo ritmica.

Com a descoberta da expressao circadiana da principal enzima da via de biossintese da
melatonina, AA-NAT, primeiramente em pineais de bovinos e posteriormente de outras
espécies, novas questdes foram levantadas, inclusive a ideia de que serve como um marcador
do escuro (KLEIN et al., 1970). Mais tarde, isso explicou por que, em algumas espécies, a
melatonina é pro6-gonadotrofica e em outras, antigonadotrofica, podendo variar de acordo com
o ciclo reprodutivo da espécie e da época do ano que estdo reprodutivamente mais ativas, pois
independente do animal ser de habito diurno ou noturno, este hormdnio € sintetizado na fase
escura; 0 pico de melatonina marca a existéncia da noite e a duracdo do pico marca as
estacOes do ano - desde entdo, a melatonina passou a ser chamada de “hormonio do escuro”
(SIMONNEAUX et al., 2003).

Hoje é consenso que a producdo de melatonina pela glandula pineal de mamiferos
possui um controle circadiano regulado pela luz, e ndo possui um sistema de controle por
alcas de retroalimentacédo negativa que classicamente acontece com a maioria dos horménios.
A melatonina também € sintetizada em varios 6rgdos e células, independente da glandula
pineal. Ha mais de duas décadas, sua producdo foi observada também no trato
gastrointestinal, retina e no cerebelo de ratos pinealectomizados (BUBENIK et al., 1978;
CARDINALI et al., 1971). Estudos sequenciais mostraram que a melatonina nao é produzida
apenas por pinealdcitos. Inimeros tipos celulares, tecidos e 6rgdos, tais como cérebro, rim,
pancreas, tireoide, timo, medula 6ssea e células imunocompetentes sintetizam melatonina
(ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2014; CARRILLO-VICO et al., 2005).
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A relacdo entre a melatonina produzida pela glandula pineal e a sintetizada por células
de defesa ganhou destaque nas ultimas décadas. Tanto a melatonina circulante, quanto a
produzida pelas células imunocompetentes na medula 6ssea, circulacdo e tecidos participam
dos processos de monitoramento, resposta de defesa imediata, recuperacdo de condigdes

basais e de respostas imunoldgicas adquiridas (MARKUS et al., 2007; 2018).

Sintese de Melatonina: Pineal e Extra-pineal

A via de biossintese da melatonina é altamente conservada em todo o reino animal.
Inicia-se com o aminoacido triptofano, que sofre a acdo da enzima triptofano hidroxilase e o
transforma em 5- hidroxitriptofano e deste é convertido em serotonina. Em seguida, ocorre a
conversdo de serotonina em N-acetilserotonina (NAS) pela enzima aril-alquil-N-
acetiltransferase fosforilada (PAA-NAT), e a conversdo da NAS em melatonina pela
acetilserotonina-metiltransferase (ASMT). Em mamiferos, a producdo de melatonina pela
glandula pineal é controlada circadianamente e ocorre da mesma forma em animais de habitos
diurno ou noturno (REITER, 1991). Os NSQs do hipotalamo, sede do oscilador circadiano
central, recebem inervacdo direta da camada de células ganglionares da retina, que detectam
luz através do fotorreceptor melanopsina. Os NQSs comunicam-se por via polissindptica com
a coluna intermediolateral da medula de onde emergem as fibras pré-ganglionares simpaticas
que fazem a ultima sinapse nos ganglios cervicais superiores, e estes inervam a glandula
pineal. Terminacdes simpaticas liberam noradrenalina e trifosfato de adenosina (ATP) e estas
vias resultam na fosforilacdo do fator de transcricdo CREB (do inglés, ciclic AMP response
element-binding protein) nos pinealdcitos - celulas produtoras de melatonina da glandula
pineal - que se ligam a regido promotora do gene de transcri¢do da enzima chave na producéo
de melatonina, AA-NAT (BARBOSA JR et al., 2000) (Figura 1).
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Pineal

Figura 1 — Controle da producdo circadiana da melatonina. Esquema sobre a produgdo de
melatonina em roedores de habito noturno. Painel a esquerda (esquema baseado no apresentado por
Schultz & Kay, (2003). Os Nucleos supraquiasmaticos do hipotdlamo (NSQs) recebem informagéo
fotica ambiental captada pela retina e transmitida pelo trato retino-hipotalamico. A informacéo é
retransmitida para o nucleo paraventricular (PVN) que faz aferéncias para a coluna intermediolateral
que, através do ganglio cervical superior (SCG) induz a sintese noturna de melatonina pela glandula
pineal. Os neurbnios pés-ganglionares liberam noradrenalina (NA) que interage com receptores e o
adrenérgicos nos pinealdcitos. Painel a direita: Nos pinealdcitos, a ativagcdo de receptores Bl
adrenérgicos acoplados a proteina Gs (estimulatéria) ativa a enzima adenilil ciclase (AC) pela
subunidade o da proteina G e aumenta os niveis de AMPc (monofosfato de adenosina ciclico) que, por
sua vez, ativa a proteina quinase dependente de AMPc (PKA). A PKA ativa o fator de transcricéo
CREB que induz a transcri¢do do gene da enzima AA-NAT. A ativacdo de receptores al adrenérgicos
e receptores P2Y1 purinérgicos — por ATP liberado na fenda sindptica também por neurbnios pés-
ganglionares - levam ao aumento de Ca?* intracelular e ativacdo da proteina quinase dependente de
calcio (PKC) que, por sua vez, atua potencializando a acdo da AC e a via do receptor 1. A enzima
AA-NAT ¢é ativada ap6s fosforilacdo por PKA e ligagdo a chaperona 14-3-3 que a impede da
degradacdo. A via de biossintese da melatonina, esquematizada a direita, inicia-se com o metabolismo
do triptofano sendo transformado em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofano hidroxilase
(TPOH). 5-HTP é transformado em serotonina (5-HT) pela enzima carboxilase de aminoéacidos
aromaticos (AAAD) e a serotonina, por sua vez, sofre acao direta da enzima AA-NAT fosforilada para
formar NAS, que é metilada em melatonina pela enzima ASMT. A melatonina é liberada na circulagéo
a medida que é sintetizada (modificado de Da Silveira Cruz Machado, 2014).

H& uma diferenca peculiar na via de sintese da melatonina pela glandula pineal entre
animais de habitos diurno e noturno. Em animais noturnos (ex.: roedores), a ativacdo -

adrenérgica induz a transcricdo e fosforilacdo da enzima AA-NAT, enquanto em animais de
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habito diurno (ex.: primatas e ungulados), a transcri¢do da enzima é constitutiva. Em ambos, a
fosforilacdo da enzima AA-NAT é o passo chave para a produgdo de melatonina, porém a
disponibilidade da enzima transcrita constitutivamente em animais de habito diurno permite
uma subida rapida da producdo de melatonina apds a entrada do escuro, enquanto que, em
animais de habito noturno, o tempo entre a entrada do escuro e a producdo de melatonina é
mais longo (LEE et al., 2009).

A producdo extra-pineal de melatonina ocorre em praticamente todos os 6rgaos, de
maneira ritmica pela retina e constitutiva no trato gastrointestinal, timo, baco, coracao, ovario,
testiculos e outros. Nestes tecidos, foi detectada a presenca das enzimas da via de biossintese
da melatonina de forma constitutiva, 0 que sugere a mesma maquinaria de sintese da glandula
pineal, porém a regulacdo das enzimas AA-NAT e ASMT, como sugerem alguns autores,
provavelmente acontece em nivel pés-transcricional (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2014).

A producdo de melatonina é observada em diferentes células do sistema imunoldgico,
dentre elas mondcitos, macrofagos, linfocitos, mastocitos, células NK (“Natural Killer”) e
timécitos. Essa producdo local de melatonina por células imunes acontece de maneira
induzida. Em macrofagos, estimulos pro-inflamatérios como padrées moleculares associados
a patégenos (PAMPs) e ao perigo (DAMPSs) levam a produgdo de melatonina através da
ativacdo do fator de transcricdo NF-kB (do inglés, Nuclear factor kappa B), que regula a
transcricdo do gene da enzima AA-NAT (MUXEL et al., 2012; PIRES-LAPA et al., 2013).
De fato, a sintese local de melatonina por células imunocompetentes abriu portas para a
investigacdo dos efeitos dessa indolamina na modulagédo do sistema imunolégico durante uma

resposta inflamatéria, tema que exploraremos com mais detalhes, a seguir.

Mecanismos de a¢ao

A melatonina atua via receptores de alta-afinidade e também como uma molécula
doadora de elétrons. Uma das fungdes mais exploradas da melatonina em todo o reino animal
e vegetal é sua capacidade de reduzir estresse oxidativo e nitrérgico. Esta funcdo pode ser
exercida por dois mecanismos diferentes. A interacdo com receptores acoplados a proteina G
(GPCRs) leva ao aumento da transcricdo de genes ou da expressdo e atividade de enzimas
antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GPx),
além de inibir a acdo de enzimas pro-oxidantes como a sintese de Oxido nitrico induzida
(NOS - 1) e lipo-oxigenase (LPO) (CARVALHO-SOUSA et al., 2020; HARDELAND et al.,
2005). E a participacdo direta de reacdes de dxido-reducdo como doadora de elétrons (AL-
KAZWINI et al., 1990; NAIK et al., 2002; POEGGELER et al., 1994). No primeiro caso, 0
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efeito é exercido por concentracfes na faixa de pM — nM, enquanto no segundo € uma reacao
estequiométrica e hé necessidade de melatonina acima de mM.

Ha dois subtipos de receptores para melatonina em mamiferos, MT1 e MT2 que
podem acoplar a proteinas G inibitoria Gi/Go ou a proteina Gg/11. A proteina Gi/Go inibe a
fosfolipase A, promovendo uma redugdo do segundo mensageiro AMPc, 0 que leva a uma
reducdo da ativacdo da PKA e as funcBes correspondentes em cada célula. A Ggq promove a
ativacdo da enzima fosfolipase C (PLC), aumento do célcio livre intracelular e formacéo de
inositol trifosfato (IP3) (CECON et al., 2018; LIU et al., 2016) (detalhes na Figura 2).

Além destas duas moléculas que interagem diretamente com a melatonina, €
importante considerar uma molécula que possui 50% de homologia com MT1 e MT2. O
receptor 6rfao GPR50 (do inglés, G protein-coupled receptor 50) € derivado do gene ortélogo
do receptor Mel1lC (MT3) presente em peixes, anfibios e passaros. GPR50 heterodimeriza
com o receptor MT1. O receptor MT2 também dimeriza com um dos subtipos dos receptores
de serotonina (5HT-2C) (AMARAL et al., 2018; CECON et al., 2018; DUFOURNY et al.,
2008). Portanto, ha uma gama importante e ainda ndo explorada para entender a forma como
concentracdes bastante reduzidas de melatonina promovem respostas fisiologicas e
fisiopatolégicas. Neste contexto é preciso destacar que experimentos que utilizem o
antagonismo de receptores para avaliar o efeito da melatonina enddgena vém ganhando

espaco e tém sido usados regularmente em nosso grupo de trabalho.
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Figura 2 - Sinalizacdo de homodimeros e heterodimeros do receptor de melatonina. A ativacdo de
homodimeros MT1/MT1 dispara a sinalizacdo intracelular predominantemente por meio da via Gi
sobre a via Gg, enguanto os homodimeros MT2/MT2 sinalizam exclusivamente por meio de proteinas
Gi. No heterodimero MT1/MT2, a sinalizagdo da melatonina é tendenciosa para a ativacdo Gq sobre
Gi. Ao dimerizar com GPR50, o receptor MT1 perde sua capacidade de se ligar a melatonina, de
acionar a sinalizacdo de Gi e de recrutar B-arrestina (B-ARR). A ativacdo da melatonina do heterdmero
MT2/5-HT (subtipo de receptor de serotonina) dispara a sinalizacdo Gq dependente do receptor 5-
HT2 por meio de um mecanismo de transativacdo do receptor MT2. (baseado em Cecon et al., 2018).

Em 1988, foi observada a ligacdo da melatonina a um receptor que se apresentava
claramente diferente de um GPCR, e foi inicialmente caracterizado como MT3
(DUBOCOVICH, 1988b). Estudos posteriores, com uso de um ligante com alta afinidade para
ele e baixa para MT1 e MT2, identificaram que este receptor se tratava de uma quinona
redutase 2 (NQQO?2), e estudos farmacoldgicos identificaram que a melatonina se ligava ao
sitio catalitico desta enzima em concentragdes de uM (LIU et al., 2019). Atualmente ja é
aceito que a afinidade deste receptor € maior para o precursor NAS do que para a propria

melatonina. Estudos revelaram que a ativacdo deste receptor inibe o rolamento e adeséo de
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células imunes através da camada endotelial dos vasos (CERNYSIOV et al., 2015; LOPES et
al., 2001).

Em uma revisdo sistematica, Liu et al. (2019) apontaram 18 alvos propostos de ligacdo
da melatonina, o que abrange enzimas, transportadores, receptores de membrana, receptores
nucleares e outras proteinas. Estudos em andamento caracterizam o perfil farmacoldgico
destes alvos em concentragbes que vdo de nano a milimolar, o que pode indicar uma
importante regulacdo entre as producdes sistémicas de melatonina pela glandula pineal e a
producdo local de melatonina na periferia, além de seu uso farmacologico (LIU et al., 2019).

Tendo em vista o amplo nimero de alvos propostos, a concentragdo € um importante
divisor de aguas no estudo da melatonina e seus efeitos. A escolha adequada da dose em
experimentos conduzidos in vitro ou in vivo e o alvo a que se almeja € um importante critério
para a correta observacao do efeito. A faixa de concentragdo em que a melatonina pode causar
algum efeito varia de pM a mM. Em concentragdes abaixo de 0,1uM, podem-se apresentar
efeitos com relevancia fisioldgica, uma vez que as concentragcdes plasmaticas e de tecidos ndo
ultrapassam essa faixa, e a afinidade (Kd) dos receptores MT1 e MT2 sdo de 0,1 nM. Por
outro lado, concentracdes acima de 0,1 uM séo consideradas farmacologicamente relevantes
(CECON et al., 2021).

Portanto, os fatores que contribuem para a caracteristica pleiotropica da melatonina
estdo relacionados com a natureza quimica da molécula e envolvem sua interagdo com
diferentes alvos, que sdo dependentes da concentracdo. Neste contexto, em uma abordagem
fisioldgica, os efeitos dependem também do local de sintese da melatonina, cuja concentracao
varia de acordo com o volume do meio. Além disso, hd uma vasta literatura que explora 0s
efeitos farmacoldgicos da melatonina em concentracfes acima do que encontramos no
organismo. Por fim, os efeitos sdo dependentes também da distribuicdo, subtipos e arranjos de
seus receptores e outros alvos em diferentes tecidos e células (AMARAL et al., 2018;
CECON et al., 2018).

Eixo Imuno-pineal

A resposta imunologica inata é a primeira linha de defesa contra ameacas que podem
comprometer a homeostasia do organismo, no qual barreiras fisicas e quimicas previnem uma
possivel infeccdo provocada por agentes patogénicos. Em mamiferos, os mecanismos de
defesa se caracterizam por vigilancia continua e por respostas estereotipadas a PAMPs e

DAMPs, com fungédo de defesa do organismo e remocdo do agente agressor. Uma resposta
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adquirida também pode ser ativada por uma infeccdo microbiana, garantindo respostas mais
eficientes em exposicdes futuras ao mesmo. A regulacdo eficiente destes mecanismos de
defesa é essencial ndo apenas para uma resposta efetiva contra ameacas, mas também para
uma resposta estritamente regulada, garantindo uma resolucdo tdo eficiente quanto uma
ativacdo. Esta balanca €, de fato, uma base para uma gama de doencas de importancia médica,
como cancer, doencas autoimunes e doencas neurodegenerativas (MARKUS et al., 2018).

A descoberta da producdo de melatonina por células imunocompetentes reforcou o
papel desta indolamina como um importante imunomodulador local, dando a melatonina uma
nova face na regulagdo de processos relacionados a defesa. A primeira evidéncia de uma
producdo de melatonina local e seu efeito imunomodulador por células imunocompetentes foi
vista em linfdcitos; esta producdo regula de maneira autocrina e paracrina a expressdo de
receptores da interleucina-2 (IL2R) nestas células. Em células Th17, a melatonina regula a
expressao dos fatores de transcricdo RORa, e RORY, envolvidos no processo de diferenciacao
celular (CARRILLO-VICO et al., 2004). Hoje, sabemos que muitas outras células do sistema
imune produzem melatonina, dentre elas os linfécitos (CARRILLO-VICO et al., 2004; 2005),
macrofagos (MARTINS JR et al., 2004; MUXEL et al., 2012; PIRES-LAPA et al., 2013),
células mono e polimorfonucleares do colostro (PONTES et al., 2006; 2007), timdcitos
(NARANJO et al., 2007), mastocitos (MALDONADO et al., 2010), células da glia (PINATO
et al., 2015) e células da medula 6ssea (GOLAN et al., 2018).

Para entender a participacdo da melatonina nos processos de vigilancia e resposta
aguda, foi introduzido o conceito de Eixo Imuno-Pineal. A glandula pineal esta instrumentada
para responder a padrdes moleculares associados a patdgenos, perigo e também morte celular
(MARKUS et al., 2007). A ativacdo dos receptores correspondentes resulta na suspenséo
temporéaria da producdo de melatonina noturna e 0 mesmo sistema de sinalizacdo induz a
producdo da melatonina periférica. A construcdo desse conhecimento se iniciou na década de
1990, periodo em que o papel anti-inflamatério da melatonina havia sido descrito pela
primeira vez (HARDELAND et al., 1995). Neste periodo, observou-se em um modelo de
inflamacdo crénica, que o inchaco causado na pata de camundongos apds uma injecdo de
bacilo da tuberculose (BCG — Bacillus de Calmette-Guérin), apresentava ritmo ao longo do
dia, ficando mais inchada durante o dia e menos durante a noite. Em animais
pinealectomizados, o ritmo foi abolido e a reposicdo de melatonina na agua de beber destes
animais restaurou a variacdo dia/noite na espessura da pata (LOPES et al., 2001). Foi
observado também um aumento no nimero de leucdcitos no local da inflamagéo durante o dia

em relacéo a noite. Interessante lembrar que a modulacdo da melatonina da glandula pineal ja
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era citada antes disso, sugerindo um efeito relevante na manutencéo da homeostasia, uma vez
que o papel imunomodulador da melatonina em células imunoldgicas j& havia sido descrito
(SKWARLO-SONTA, 1996; SKWARLO-SONTA et al., 2003; TSAIl, S-Y et al., 2001;
TSAI, SY etal., 2001).

Mais tarde, foi mostrado que a glandula pineal era capaz de “perceber” sinais de alerta
durante uma resposta inflamatoria, o que levava a inibicdo da sintese de melatonina. A
exposicao de glandulas pineais ao fator de necrose tumoral (TNF), citocina pro-inflamatéria, e
ao lipopolissacarideo (LPS), PAMP proveniente da parede celular de bactérias gram-
negativas, causava uma supressdo na producdo de melatonina via inibicdo da enzima AA-
NAT (DA SILVEIRA CRUZ-MACHADO et al., 2010; FERNANDES et al., 2006). O
mesmo efeito foi observado em humanos, in vivo, em mulheres que desenvolveram mastite.
Neste caso, 0s niveis de TNF-o estavam elevados e o ritmo didrio de melatonina foi
suprimido. Apds a resolucdo da inflamacdo, com os niveis de TNF-o basais, o ritmo foi
restabelecido (PONTES et al., 2006).

Novos estudos mostraram que a melatonina de origem pineal, circulante no plasma,
inibe o rolamento e adesdo de leucdcitos através da camada endotelial de vasos, reduzindo a
expressao de proteinas de adesdo (ICAM e PECAM). Este efeito corrobora com o aumento de
células encontrado nas patas de camundongos durante o dia (quando ndo h& melatonina
circulante), pois a auséncia da melatonina, em uma condicdo inflamatoria local, facilita a
migracdo de leucdcitos para o tecido, contribuindo para a montagem da resposta inflamatoria
(LOTUFO et al., 2001). Da mesma forma, estes resultados sustentaram um importante papel
da glandula pineal em atuar como um sensor, que, em condi¢cBes normais, mantém niveis
basais de melatonina circulante no plasma com uma funcdo de monitoramento, impedindo a
migracdo de células para o tecido e consequentemente inibindo uma resposta imunolégica
desnecesséria. Por outro lado, em condicGes de injdria, uma sinalizacdo de dano/perigo inibe a
producéo de melatonina pela glandula pineal, facilitando a migracéo de células para o local da
inflamacdo (MARKUS et al., 2018).

Varios estudos foram realizados e sustentaram o papel da glandula pineal em regular o
sistema imunoldgico e hoje sabemos que uma série de mediadores inflamatorios pode
modular esse fino sistema. PAMPs como LPS de bactérias gran-negativas, zimosan da parede
celular de fungos, e DAMPs como citocinas, ATP intracelular, heparan Sulfato e outros sdo
capazes de inibir a producdo de melatonina pela glandula pineal (MARKUS, et al., 2013;
PIRES-LAPA et al., 2013; SOUZA-TEODORO et al., 2016). Em contrapartida, a produgédo

de melatonina passa a ocorrer no local da inflamacao por células imunocompetentes quando
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ativadas. Estes achados postularam a hipdtese da existéncia do Eixo Imuno-pineal,
caracterizado pela troca entre as fontes de producdo de melatonina durante uma resposta de
defesa do organismo. Publicado pela primeira vez em 2007 (MARKUS et al., 2007) e hoje
muito bem consolidado na literatura (Figura 3).

O mecanismo por tras desta troca entre as fontes de producdo de melatonina esta
ligado as diferentes formas de ativacdo do fator de transcricdo NF-xB, que acontece na
glandula pineal e nas células imunocompetentes. A familia do fator de transcricdo NF-kB ¢
composta por cinco proteinas, trés delas (RelA, RelB, e cRel) com um dominio de
transativacdo (TAD) e duas proteinas (p50 e p52) sem o TAD (MARKUS et al., 2018;
ZHANG et al., 2017). Os dimeros contendo TAD induzem a transcrigdo génica. Os dimeros
translocam para o nucleo apos ativacdo e ligam-se a elementos responsivos a regido kB do
DNA e, dependendo das subunidades que formam esses dimeros, o0 mesmo sinal extracelular
pode ativar ou inibir a produgdo de melatonina, interagindo com os elementos kB presentes

no promotor do gene da enzima AA-NAT (MUXEL et al., 2012; 2016).
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Figura 3 - O Eixo Imuno-Pineal. Painel a esquerda: Em condi¢des normais, a sinalizacdo simpatica
para a glandula pineal é ativada a noite. A ativacdo de PKA mediada por receptores pl-adrenérgicos
leva a fosforilacdo de CREB em CREB fosforilado (PCREB), que migra para o nucleo e induz a
transcricdo do gene Aanat. PKA também fosforila AA-NAT, evitando sua degradacdo pelo
proteassoma. PAA-NAT converte 5-HT em NAS, o procursor direto da melatonina. A acéo via
receptor de membrana da melatonina em células endoteliais inibe a expressao de moléculas de adesao,
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impedindo a migracdo de leucdcitos. Painel central: Fase pro-inflamatéria — Mondcitos residentes
detectam patdgenos ou lesdo no tecido e liberam citocinas. Em pinealdcitos, PAMPs e DAMPs
interagem com receptores de membrana e induzem a ativacdo de NF-xB. O dimero p50/p50 transloca
para o nucleo e se liga ao promotor do gene Aanat, reduzindo sua transcricdo. Com uma maior
sinalizacdo simpatica, com receptores al e B1 adrenérgicos ativados, hormdnios do cortex adrenal
(corticosteroide/cortisol) bloqueiam a sintese de melatonina na pineal. O blogueio da producdo de
melatonina a noite permite a migracdo de neutréfilos através da camada endotelial. Neutréfilos
ativados liberam mediadores e citocinas pré-inflamatérias que recrutam mondcitos diferenciados em
macrofagos que iniciam o processo de limpeza do tecido. Painel & direita: Fase de resolugdo — A
melatonina produzida localmente por macréfagos atua de maneira autdcrina/parécrina induzindo a
expressdo de moléculas de membrana como dectina-1 que potencializa fagocitose. Essa sintese local
de melatonina é mediada pelos dimeros cRel/RelA de NF-xB, que promovem a transcrigdo de Aanat e
permitem a recuperacdo da producgéo noturna de melatonina (MARKUS et al., 2018).

Em linhagem de macr6fagos murinos RAW 264.7, a ativacdo de receptores do tipo
Toll4 (TLR4) por LPS, induz a produgdo de melatonina. Essa producdo é mediada pela
ativacdo de dimeros contendo a subunidade cREL do fator de transcricdo NF-kB, que induz a
transcricdo do gene da enzima AA-NAT (MUXEL et al., 2012; 2016). A producdo de
melatonina induzida por LPS em macréfagos contribui para a fase de resolucdo da resposta
inflamatoria, uma vez que a subunidade cREL apresenta-se de forma tardia no processo,
inibindo a transcricdo de mediadores inflamatérios (DE JESUS et al., 2020; MUXEL et al.,
2016). Esse dado corrobora varios efeitos benéficos que a melatonina exerce no local da
inflamacdo, como a reducdo do estresse oxidativo e atuando de maneira paracrina e autocrina
via receptor regulando a expressao de citocinas. Outro importante efeito local da melatonina é
a inducdo das células imunes a um fenoétipo fagocitario (PIRES-LAPA et al., 2013; SILVA et
al., 2004). Além disso, estudos apontam que o tratamento com melatonina € capaz de induzir
a polarizacdo de macréfagos/microglias para um estado anti-inflamatério/resolucéo
(BERKIKS, 1 et al., 2018; DING et al., 2014; LIN et al., 2016; WU, UN IN et al., 2011).
Estes dados evidenciam o potencial imunomodulador da melatonina no tecido em condigdes
de injaria e apontam seus potenciais em inibir fatores pré-inflamatorios e favorecer a fase de
resolucéo da resposta inflamatoria favorecendo o clearence e manutencéo do tecido.

Enquanto o LPS aumenta a producdo de melatonina no local da inflamacdo em
mondcitos/macrdfagos, ele a inibe na glandula pineal. A inibicdo da producdo de melatonina
na glandula pineal é possivel devido a sua condi¢do anatdmica, uma vez que a glandula pineal
é um 6rgéo circunventricular e livre da barreira hematoenceféalica, o que Ihe permite receber
sinais provenientes do plasma (KIECKER, 2018). A inibicdo da producdo de melatonina

pode acontecer diretamente com a ativacdo de pinealdcitos por PAMPs e DAMPs ou através
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da ativacdo de microglias presentes na glandula pineal que, por sua vez, liberam citocinas, e
estas atuam de maneira paracrina nos pinealécitos, inibindo a producdo de melatonina (DA
SILVEIRA CRUZ-MACHADO et al., 2010). Vale lembrar que essa inibicdo é um importante
evento que facilita o processo de rolamento e adesdo de leucécitos atraves da camada
endotelial dos vasos (DA SILVEIRA CRUZ-MACHADO et al., 2010; LOTUFO et al., 2001,
LOTUFO et al., 2006; MARKUS, R. P. et al., 2013), fundamental para a montagem da
resposta inflamatoria (GINHOUX et al., 2014).

A ativacdo do Eixo Imuno-pineal, caracterizada pela inibicdo da producdo de
melatonina pela glandula pineal e por uma producgdo local por células imunocompetentes
(Figura 3) ja foi observada em diferentes condi¢fes, como mastite (PONTES et al., 2006),
neuroinflamacdo (PINATO et al., 2015) e em pulmdes expostos a poluicdo atmosférica
(CARVALHO-SOUSA et al., 2020), demonstrando que a melatonina é um importante
modulador da resposta inflamatdria em condicfes de injuria. O presente trabalho contribui

para o entendimento deste processo no sistema nervoso central.

Tecido cerebral

A primeira evidéncia de uma producdo local de melatonina no cérebro, independente
da pineal, foi a presenca de enzimas da via biossintética da melatonina, encontradas na retina
e no cerebelo, indicando que estes tecidos poderiam produzir melatonina. Mais tarde, altas
concentracdes de melatonina foram encontradas no cerebelo e no cortex de animais
pinealectomizados, mostrando que, pelo menos estas areas produziam melatonina (ACUNA-
CASTROVIEJO et al., 2014). Hoje sabemos que em varias regiGes do cérebro existe a
maquinaria necessaria para sustentar uma producao local (ALGHAMDI, 2018), porém ainda
ndo se sabe ao certo em que circunstancias essa producao acontece.

Os tipos celulares que produzem melatonina no sistema nervoso central ainda séo
incertos e séo pouco investigados. Um maior numero de evidéncias concentra-se nas células
da glia. A producdo em astrocitos foi descrita pela primeira vez em 2007 (LIU et al., 2007),
mostrando que astrocitos isolados de ratos expressam as enzimas AA-NAT e ASMT e sdo
capazes de produzir melatonina independente da glandula pineal.

Em nosso laboratorio, de modo a investigar se 0 processo induzido de
neuroinflamacdo levaria & ativacdo do Eixo Imuno-Pineal — portanto a producdo local de
melatonina no cérebro e inibicdo pela glandula pineal — foi observado que ratos
pinealectomizados injetados com LPS via intracerebroventricular (ICV) tiveram o pico

noturno de melatonina reduzido no plasma e apresentaram um aumento na producéo local de
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melatonina no cerebelo, mas ndo no hipocampo e no cértex (PINATO et al., 2015). Este
achado confirmou a ativa¢do do Eixo Imuno-Pineal neste modelo. Andlises histolégicas no
cerebelo apontaram um aumento na expressao da enzima AA-NAT em astrocitos e microglias
apos estimulo com LPS, sugerindo que estas células seriam as responsaveis pela producéo
local de melatonina apos ativagdo. O aumento de melatonina no cerebelo acontece por um
mecanismo dependente da ativacdo do fator de transcricdo NF-xB ¢ o bloqueio dos receptores
de melatonina com luzindol aumentou a morte neuronal no tecido, revelando um mecanismo
neuroprotetor conferido pela melatonina produzida localmente no cerebelo (PINATO et al.,
2015). Vale ressaltar que esta foi a primeira evidéncia de uma producdo de melatonina local
no cerebelo sob condic¢des inflamatdrias.

Apds a observacdo da producédo local de melatonina dependente da ativacdo do fator
de transcricdo NF-kB e seu efeito neuroprotetor no cerebelo, novos estudos foram conduzidos
a fim de esclarecer o papel das microglias, principais células imunes do sistema nervoso, na
producdo local de melatonina. Em ensaios conduzidos em cultura priméria mista de células do
cerebelo de ratos, o estimulo com LPS induziu a producdo de melatonina e,
interessantemente, apos inibicdo da ativacdo das microglias com minociclina, esta producao
foi suprimida, sugerindo que estas células, quando ativadas, sdo as principais produtoras de
melatonina no cerebelo em condicdo de injaria (SANTOS, 2015). Além disso, a melatonina
enddgena aumentou a capacidade fagocitica das microglias cerebelares. Este achado nos
levou a investigar, como foco deste projeto, o papel da melatonina produzida por microglias
cerebelares em condic¢des de injuria na regulacao do perfil de ativacdo destas células, que esta
diretamente relacionado com o processo de neuroinflamacéo e doengas neurodegenerativas.

Importante ressaltar que o aumento da producdo de melatonina somente no cerebelo
apos o estimulo com LPS em ratos pinealectomizados foi uma surpresa. Interessantemente, no
cerebelo o nimero de microglias € menor em relagdo a outras regies do cérebro (TAN et al.,
2020) e estudos sugerem que as microglias cerebelares sdo imunologicamente mais reativas
(FERRO et al., 2019; GRABERT, KATHLEEN et al., 2016), e isso poderia explicar uma
producdo de melatonina mediada por NF-kB apods estimulo com LPS. O cerebelo também ¢
um o6rgdo com um grande nimero de neurdnios granulares, células que necessitam de um
ambiente que mantenha uma despolarizacdo parcial para sobreviver, com elevada
concentracéo de K*. Essa hiperatividade dos neuronios leva a um aumento de Ca?* intracelular
que, por consequéncia, induz uma continua ativagdo de NF-kB, importante para a
sobrevivéncia celular (FRANCO et al., 2014; GALLI et al., 1995; GALLO et al., 1987). De

fato, o estimulo com LPS — e consequente ativacdo de NF-kB e aumento de NO — leva a
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morte de neurdnios granulares; porém, na presenca de melatonina, o efeito neurotéxico do
LPS é reduzido. J& em condicBes basais, o estimulo com melatonina (100 mM) aumenta a
morte neuronal (FRANCO et al., 2014). Esses achados reforcam a ideia de que o fino
equilibrio mantido no cerebelo, quando perturbado, pode ser reestabelecido por uma producéo
local de melatonina e que, em condi¢bes normais, a melatonina em altas concentragdes
poderia ser um fator perturbador e levar a morte neuronal. Em conjunto, estes dados levam a
hipdtese de que a melatonina produzida por microglias poderia ndo apenas modular a resposta
inflamatdria local, como também ser um importante fator para a prevencdo da morte de

neurdnios neste tecido.

Microglias

As microglias, conhecidas como macréfagos do SNC, sdo as principais células de
defesa do cérebro e atuam na resposta imunoldgica inata, respondendo prontamente a sinais
imunoldgicos. Estas células carregam uma maquinaria completa de receptores de
reconhecimento padréo (PRRs) que lhes confere a capacidade de reconhecer, interpretar e
informar sinais de perigo de natureza patol6gica ou fisiopatoldgica as demais células. Sendo a
principal célula do sistema imunoldgico presente no SNC, a funcdo das microglias na defesa
contra infec¢des ¢ fundamental para o tecido e, além disso, as microglias sdo “varredoras” do
parénquima cerebral, limpando debris celulares e células apoptdticas, mantendo o sistema
nervoso em homeostasia (MARQUEZ-ROPERO et al., 2020).

As microglias possuem caracteristicas peculiares em relacdo a outras populacdes de
macrofagos. Por um longo periodo, acreditou-se que as microglias e outros macréfagos
tinham origem de mondcitos provenientes da circulacdo, o que deu origem a teoria do
“sistema fagocitario mononuclear” (VAN FURTH et al., 1972). De fato, algumas populacdes
de macréfagos residentes podem ser renovadas a partir de mondcitos circulantes, como
acontece no intestino, pancreas e coracdo. Porém, sabe-se hoje que a origem dos macréfagos,
principalmente as microglias — entre outros também — se ddo durante o desenvolvimento e
que podem se autorrenovar localmente sem o envolvimento significativo de mondcitos
circulantes (MARQUEZ-ROPERO et al., 2020). Entretanto, monécitos circulantes podem
migrar para o cérebro e se diferenciar em microglias (microglias derivadas de mondcitos)
guando requisitados por injaria (HESS et al., 2004).

A origem dos macrofagos residentes ainda é motivo de duvidas. Contudo, existem

duas principais vias que sdo bem aceitas, o saco vitelino e a regido da aorta-gbnada-
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mesonefros. Neste aspecto, a origem das microglias é a mais indiscutivelmente aceita. Dados
sugerem que microglias residentes sdo de origem embrionéria provindas do saco vitelino
assim como macrofagos do baco, pulmdo, figado e epiderme (GINHOUX et al., 2010;
KIERDORF et al., 2013; PERDIGUERO et al., 2015). Apesar de suas caracteristicas em
comum, que abrangem sua origem e funcdes de defesa, atualmente os macrofagos sdo vistos
como células que exercem funcbes especializadas que séo tecido-especificas. Nos pulmdes,
0s macrofagos limpam o surfactante pulmonar; no tecido adiposo, participam do metabolismo
de lipidios e da insulina, bem como no cérebro as microglias interagem com neurdnios,
monitoram o parénquima cerebral com suas longas extensdes e participam da formacéo de
sinapses, aquisi¢do de memoria, dentre outras funcdes. Estas particularidades sdo conferidas
por assinaturas epigenéticas distintas que diferenciam as microglias de outros macréfagos
(MARQUEZ-ROPERO et al., 2020). Além disso, estudos do transcriptoma de microglias

revelam que elas podem apresentar diferentes funcdes em condic¢des basais e inflamatorias.

Diferentes fendtipos

Ao reconhecerem PAMPs e DAMPSs, as microglias adquirem diferentes fenotipos que
determinam sua funcdo imunoldgica. Estes fendtipos podem variar de acordo com o padrao,
intensidade e duracdo do estimulo, e séo caracterizados por uma mudanca morfoldgica e uma
assinatura molecular especifica. As microglias sdo células fagocitarias especializadas; dessa
forma, sua ativacdo é também importante para a eliminacdo de particulas estranhas, dentre
elas patdgenos como bactérias e fungos, e debris celulares (WAISMAN et al., 2015). A
ativagdo de microglias também estd intimamente relacionada com o0s processos de
neuroinflamacéo e doencas neurodegenerativas (LANNES et al., 2017) .

Em estado higido, também chamado de “MO0”, as microglias apresentam longas
extensdes de seu corpo celular (processos) que contribuem com sua fungéo fisiologica de
monitorar o parénquima cerebral (DING et al., 2016). Quando ativadas, assumem uma
morfologia ameboide e adquirem fendtipos que podem ser pro- (M1) ou anti-inflamatorio
(M2), dependendo dos fatores que as modulam. Em um cenério pré-inflamatério, as
microglias adquirem um perfil citotoxico e atuam ativamente no combate a patdogenos e sao
nocivas ao tecido. Por outro lado, estas células podem adquirir um fenoétipo anti-inflamatorio
de resolucéo/recuperacgéo, contribuindo para o reparo e renovagéo do tecido lesado (FRANCO
etal., 1988).

A classificacdo dicotdmica M1/M2, utilizada para categorizar o perfil classico (M1 —

pré-inflamatorio) e o perfil alternativo (M2 — anti-inflamatorio) de ativacao, foi inicialmente
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adotada em macrdfagos periféricos (DUBBELAAR et al., 2018; MILLS et al., 2000). Essa
nomenclatura foi proposta baseando-se na hipétese de que os perfis M1 e M2 eram induzidos
por citocinas produzidas por linfocitos Thl e Th2, respectivamente. Contudo, os linfécitos
ndo sdo as unicas células que modulam o perfil de ativacdo de macrofagos/microglias, essa
proposta foi descartada conforme a evolugdo dos estudos e hoje sabe-se que inimeros sinais
como citocinas, quimiocinas e proteinas de membrana, provenientes de diferentes tipos
celulares sdo capazes de modular o perfil de ativacdo de macrdéfagos/microglias, inclusive de
maneira paracrina/autocrina, controlando a prépria ativacdo (CHERRY, JONATHAN D et
al., 2014; FRANCO et al., 2015) .

Novas maneiras de caracterizar o perfil de ativacdo de macrdfagos/microglias foram
propostas e abrangem uma categorizacdo mais ampla dos perfis de ativacdo. Pesquisadores
observaram que, dependendo da estimulacdo anti-inflamatéria usada para induzir o perfil M2,
as células apresentavam fenotipos variados, subdividindo o perfil M2 em M2a, M2b e M2c
(FABIAN et al., 2012). Além disso, a heterogeneidade em respostas in vivo e analises do
transcriptoma em células isoladas tém apontado diferentes assinaturas moleculares que
incluem diferentes parametros na caracterizacdo dos perfis de ativacdo de microglias,
inserindo subconjuntos que sao tecido-especificos e apresentam peculiaridades em diferentes
patologias (VAINCHTEIN et al., 2020). Apesar de um amplo avanc¢o no entendimento dos
subtipos cada vez mais especificos das microglias em condi¢des de injaria, o termo M1/M2
continua sendo amplamente utilizado como um termo genuino para considerar a ativacao
destas células.

Em cada fen6tipo, as microglias apresentam uma assinatura molecular que contribui
para sua funcdo e modulacdo da resposta inflamatéria no tecido. No fenétipo M1, as
microglias expressam moléculas que caracterizam sua funcdo pré-inflamatéria, como a
sintese de citocinas (IL-1B, IL-6, IL-12 e TNF-a) e quimiocinas (CCL5, CCL20, CXCL1)
pro-inflamatorias, aumento na expressao de receptores de membrana MHC-I11 e de enzimas
que catalisam reacGes importantes na resposta inflamatoria como Oxido nitrico sintase
induzida (INOS ou NOS-2), que aumenta a producdo de NO e a enzima ciclooxigenase 2
(COX2), que exacerba a via das prostaglandinas (CHHOR et al., 2013; LAN et al., 2017).
Vale ressaltar que este perfil também produz fatores que atuam como indutores do perfil de
resolucédo (M2), permitindo a entrada da fase de resolucdo da resposta inflamatdria.

As microglias com fendtipo M2 (resolugdo/recuperacao) sintetizam marcadores com
caracteristicas anti-inflamatorias, dentre elas as citocinas IL-4, IL-10, TGFp, a quimiocina
CCL22, o receptor de manose CD206, e a enzima arginase-1 (ARG-1) (LAN et al., 2017)
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(Figura 4). Neste fenotipo, as microglias contribuem para a resolugdo da resposta
inflamatoria, com reducdo do estresse oxidativo, aumento do processo de fagocitose e reparo
do tecido. Como citado anteriormente, apesar de uma classificacdo dicotbmica baseada nos
marcadores aqui citados, varios estudos propdem diferentes modelos de classificacdo que
diferenciam estes variados fenotipos das microglias de acordo com um conjunto de
marcadores especificos (CHHOR et al., 2013), que incluem moléculas intracelulares,
moléculas sinalizadoras e proteinas de membrana.

No presente trabalho utilizamos a abordagem classica (M1/M2), que diferencia os
estados de ativacdo em pro-inflamatério e anti-inflamatorio (resolucao/recuperacéo),
baseando-se na expressdo das enzimas NOS-2 e ARG-1, biomarcadores classicos dos perfis
M1 e M2, respectivamente (CHERRY et al., 2014; MILLS et al., 2000). Estas enzimas
competem pelo mesmo substrato, arginina, e dessa forma, os intermediarios de cada via
inibem a via oposta. O produto da clivagem de arginina pela enzima NOS-2 resulta na
producdo de oxido nitrico (NO) + citrulina. A acdo do NO é bactericida e contribui para a
producdo de EROs e ERNS, caracteristica de microglias em estado M1. Por outro lado, o
produto da clivagem de arginina pela enzima ARG-1 resulta na producéo de ornitina + ureia.
A ornitina induz o aumento de citocinas anti-inflamatérias como TGF-B e IL-10 e contribui
para a formacdo de poliaminas e prolina, importantes para a regeneracdo tecidual,

caracteristicas do fenétipo M2.
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Ativacao de microglias

Pro-inflamatério Regulatorio

IFN-YéLPS IL-4/IL-10/IL-13

N
IL-1/IL-2/IL-6

IL-12/IL-23 W3
W IL-4/IL-10
CCL2-5, 12 TGF-p
CXCL10

Apresentacdo de antigenos

Fagocitose

Figura 4 — Fenétipo pré-inflamatério e de resolucdo/recuperacédo de microglias ativadas no SNC
- Microglias sdo ativadas por diversos estimulos, que definem o estado de polarizagdo da célula.
Mediadores como IFN-y/LPS promovem o fenétipo pro-inflamatorio, ativando vias de sinalizacéo
celular como o fator de transcricdo NF-kB ¢ MAPK (JNK, ERK1/2, p38) (do inglés, mitogen-
activated protein kinase), que induzem a transcricdo de genes pro-inflamatérios. Por outro lado, o
estado de resolugdo recuperacéo (regulatério) é induzido por mediadores anti-inflamatorios como IL-
4/1L-10 e IL-13, favorecendo a resolucdo da resposta inflamatdria. Microglias em estado pro-
inflamatorio sintetizam citocinas (IL-1, IL-2, IL-6, IL-12, IL-23) e quimiocinas (CCL2-5, 12,
CXCL10) proé-inflamatérias e participam da ativacdo e diferenciacdo de células T Thl/Thl7
patogénicas bem como modulam de maneira autocrina/paracrina a ativacdo de microglias. Ja as
microglias em estado regulatério aumentam a fagocitose de mielina, debris e patdgenos, processos
importantes para a limpeza do tecido e resolugdo da resposta inflamatoria. Neste estado, as células
sintetizam citocinas anti-inflamatorias (IL-4, 1L-10 e TGF-B) que, além de modular a ativagdo de
microglias vizinhas, induzem a diferenciacdo de linfocitos reguladores Th2/Treg. Microglias
regulatérias aumentam a expressdo da enzima ARG-1, que induz a sintese de poliaminas, contribuindo
para a renovagdo do tecido e reducdo da expressdo de genes pré-inflamatérios (baseado em Goldmann
& Prinz, 2013)

Como um importante fator relacionado ao processo de neuroinflamagdo, iniUmeros
estudos foram conduzidos com intuito de regular o processo de polarizacdo de microglias. O
papel da melatonina na regulacdo do perfil de ativacdo de microglias ja é conhecido e varios
trabalhos apontam um efeito citoprotetor, que contribui para o fendtipo de
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resolugdo/recuperacdo (M2). Essa modulagdo foi observada em vérios modelos e diferentes
mecanismos foram elucidados. O tratamento com melatonina em linhagens de microglias
BV2 reduziu o aumento na expressdo das enzimas COX-2 e NOS-2, e da prostaglandina E2
(PGE2) induzida por LPS por meio da supressao de vias de sinalizacdo envolvendo ERK1/2,
JNK, p38 MAPKs e NF-kB (PARK, EUTEUM et al., 2017; YAO et al., 2019). Em estudo
realizado in vivo, a melatonina inibiu a ativacdo de microglias no hipocampo de ratos adultos
inoculados com Klebsiella pneumoniae (bactéria causadora de meningite) (WU et al., 2011) e
no cortex pré-frontal de ratos adultos injetados com LPS intraperitoneal no periodo pés-natal
(BERKIKS et al., 2018). Em suma, o tratamento com melatonina é capaz de reduzir o perfil
pro-inflamatorio de microglias, inibindo vias de sinalizagdo pro-inflamatorias e reduzindo o
estresse oxidativo (GAO et al., 2020).

Apesar de evidéncias que sustentam um efeito anti-inflamatério da melatonina sobre a
ativacdo de microglias, ainda ndo foi investigado se a producdo local de melatonina é capaz
de modular o perfil de ativacao destas células no local da inflamac&o, e dessa forma contribuir
para a resolucdo da resposta inflamatoria. No presente trabalho, buscamos evidenciar a
hipdtese de que em uma condicdo inflamatoria local no cerebelo, a melatonina produzida por
microglias estaria contribuindo de maneira autdcrina/paracrina via receptor regulando a
ativacdo destas células e favorecendo a resolucdo da resposta inflamatoria.

Esta possivel modulacdo local proveniente da producdo de melatonina por microglias
no cerebelo durante um processo inflamatorio € sustentada por estudos que evidenciam o
papel da melatonina em modular este processo no cérebro e exercer acao anti-inflamatdria em
microglias, reforcando o potencial da melatonina em regular a ativacdo dessas celulas.
Contudo, é importante destacar que os estudos citados e disponiveis na literatura, sdo
conduzidos com melatonina administrada em concentra¢fes farmacoldgicas e ndo consideram
uma producdo enddgena de melatonina como apontamos aqui. Portanto, os resultados
apresentados no Capitulo 1 evidenciam um mecanismo no qual as microglias séo as principais
produtoras de melatonina apds estimulo com LPS no cerebelo, e que esta producdo local
regula de maneira autdcrina e paracrina a ativacdo destas células, favorecendo um estado de

resolucdo/recuperacao (M2).



31

OBJETIVOS
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Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi determinar se a melatonina produzida pelas microglias

cerebelares poderia ser um dos sinais causais na progressdo de um fenétipo pro-inflamatorio

(M1) para um fendtipo ligado a finalizacdo da resposta inflamatoria e ao reparo do tecido

(M2).

Objetivos especificos

1.

Estabelecer um modelo de cultura de microglias que permita avaliar a alteracdo de
fendtipo e ndo apenas o aumento do numero de células em um ou outro fenétipo.
Demonstrar o efeito da melatonina produzida por microglias sobre a funcdo
fagocitaria que é relevante no processo de retirada de patdgenos e de retirada de debris
celulares

Demonstrar que, com o bloqueio dos receptores de melatonina, microglias estimuladas
com padrdao molecular associado a patdgeno, ndo progridem do estado pré- para o

estado anti-inflamatorio.
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RESULTADOS
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Os resultados obtidos para a comprovacéo da hipotese sequem no CAPITULO 1 deste
trabalho, em conjunto com resultados anteriormente apresentados na dissertagdo de Adriessa
Aparecida dos Santos (SANTOS, 2015), em artigo cientifico submetido para publicacdo no

periddico Journal of Pineal Research e aguardando indicacéo dos revisores.
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Abstract

Microglia, the sentinels of the central nervous system, are the main cells in
surveillance and innate immune response. There is a direct relationship between
morphology/phenotype and the different functions that microglia exert along an innate-
immune response. The mechanism for progression from the proinflammatory to the
recovery/repair phenotype is triggered at the beginning of the innate defense response limiting
the proinflammatory phase. In this study, we aimed to show that melatonin synthesized at the
transition between proinflammatory and anti-inflammatory phases determines activated
microglia’'s progression to recovery/ repair phenotype. We established a mixed rat cerebellar
glia culture in which the percentage of activated microglia did not vary significantly with any
of the treatments used, and microglia activation and melatonin production were inferred by
using pharmacological tools. Total microglia were identified by the expression of CD11b/c,
while total activated microglia were positive for IBA-1. The proinflammatory (M1) and the
recovery/ repair (M2) phenotypes were distinguished by NOS-2 versus ARG-1 biomarkers,
respectively. Minocycline (MINO) and luzindole (LUZ) blocked microglia activation and
high-affinity melatonin receptors, respectively. MINO inhibited the expression of NOS-2 and
ARG-1 in cultures incubated for 12 hours with LPS, confirming that in our experimental
model, the LPS-induced changes in the expression of enzymes that metabolizes L-arginine
occurs at the microglia. Finally, we showed that inhibiting the effect of microglia synthesized
melatonin with LUZ increases/ decreases LPS-induced NOS-2/ ARG-1, respectively, showing
that melatonin induces the progression of microglia from an M1 to an M2 phenotype. In
summary, microglia synthesized melatonin is not only relevant for favoring a phagocytic and
repair phenotype, but also for orchestrating the timing of an innate immune response.
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Introduction

Microglia are nervous system resident macrophages originated from the yolk sacl.
Under baseline conditions, multiple motile processes of stellate microglia (MO0) actively
monitor the local environment. After stimulation, activated phenotypes (M1, M2) adapted for
aggressive, defensive and recovery functions take an ameboid form? 3. Microglia response to
injuries is stereotyped and its success relies on a proper timing in the progression from M1 to
M2. The pro-inflammatory phenotype, characterized by inducing oxidative stress and
releasing pro-inflammatory mediators also carried out programs to progress to repair/
recovery phenotypes. The defensive (recovery/cleanup) phenotypes are characterized by
reduced transcription of pro-oxidative enzymes, such as nitric oxides synthase 2 (NOS-2), and
induction of recovery/ repair programs that lead to the cleanup of pathogens,
apoptotic/necrotic cells or cell debris, and tissue repair®.

Melatonin, N-acetyl-5-methoxytryptamine, well-known as the pineal hormone, is
synthesized on demand by activated resident and monocyte derived macrophages®”’. Despite
the well documented effect of melatonin as an anti-inflammatory pharmacological tool® °, the
role of tissue synthesized melatonin as a mediator of innate immune response is still an open
question. Mechanistically, the nuclear translocation of the transcription factor kappa B
(NFkB), a hallmark of acute inflammatory response, triggers the suppression of pineal
melatonin synthesis and the production of melatonin by monocytes/macrophages/natural
killer cells'®*?, This switch in melatonin source, is a time fine-tuned event that begins with
the activation of the nuclear factor kappa B (NFxB) both in pinealocytes and macrophages,
resulting in the suppression of melatonin synthesis in the first and the synthesis of the NFxB
subunit cRel in the second. In sequence, the nuclear transfer of cRel-containing NFxB
dimmers leads to the transcription aryl-alkyl-N-acetyltransferase (Aa-nat) code gene®. The
time interval between the activation of macrophages/ microglia and the synthesis of
melatonin, which depends on the conversion of serotonin to N-acetylserotonin by AA-NAT,
should determine the duration of the proinflammatory phase, as exogenous melatonin
polarizes macrophages and microglia from M1 to M2 phenotypes. Furthermore, melatonin
synthesized by alveolar® 3, colostral*?, and cell-line macrophages!® increases phagocytosis
and decreases tissue injury. In accordance, activation of MT1R melatonin receptor was shown
to reduce the transcription of the gene that codifies nitric oxide synthase 2 (NOS-2), and to
regulate mitochondrial redox state!®, conditions that are triggered by pathogens or

danger/damage associated molecular patterns (PAMPs and DAMPSs).
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Injection of lipopolysaccharide (LPS) in rat lateral ventricles induces a significant loss
in cortical and hippocampal neurons, but almost no neuronal death in the cerebellum?.
Blocking melatonin receptors prior to LPS injection significantly increases the number or
death neurons in the cerebellum, suggesting that melatonin synthesized by cerebellar cells
exerts a local neuroprotective effect. This protective effect against LPS was also observed in
cerebellar cells in culture’. Mechanistically, melatonin inhibition of NFkB nuclear
translocation impaired LPS-induced NOS-2 transcription reducing oxidative stress'’-'°. Now
it is well-accepted that melatonin is efficient in inhibiting the pro-inflammatory phase and
increasing the efficiency of phagocytosis?.

The highly relevant question, not yet addressed, is whether macrophage/microglia
melatonin synthesis during the course of an innate immune response is a key factor for timing
the proinflammatory phase. In other words, does melatonin synthesized during an acute
inflammatory response is essential for allowing the progression of the response from the anti-
inflammatory to the recovery/repair phases? In the present paper we evaluated whether
activation of high-affinity G-protein coupled receptors by microglia synthesized melatonin
could be an essential step for determining the transition between M1 and M2 microglia

phenotypes (Figure 1).
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Figure 1 — Working Hypothesis — Surveillance cerebellar microglia metabolize L-arginine via
NOS-2 and ARG-1 pathways. The ARG-1 pathway, responsible for surveillance and proliferation, is
shared by many cells, while the pathway is unique for cerebellar microglia, which are partially
depolarized in healthy NOS-2 conditions?’. LPS induces a stereotyped response initiated by microglia
activated at the M1 phenotype. Invaders and neighboring cells are killed and the extracellular matrix
damaged. This phenotype needs to evolve to enable matrix repair, replacement of injured cells, and
phagocytosis of cellular debris and foreign elements (M2 phenotypes). Here we evaluated whether
melatonin synthesized by microglia is the key molecule that allows the conversion of M1 to M2.

Material and methods

Animals

Postnatal day (P1 to P5) Wistar rat pups were obtained from the Central Animal
Facility of the Institute of Biomedical Sciences of the University of Sdo Paulo, Brazil. The
experiments were conducted on the same day of weaning. All animal procedures were
conducted in accordance with the regulatory standards of the National Council for Control in
Animal Experimentation (CONCEA) and were approved by the Animal Use Ethics
Commission (CEUA) of the Institute of Biosciences, University of S&do Paulo (protocol
159/2012, and 198/2014).
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Material, Reagents, Drugs and Antibodies

All chemicals and biological material are listed in the supplemental material Table 1.

Cell Culture

Primary mixed glial cell cultures were established from modifications of described
methods?t 22, The head of decapitated pups were placed in 70% ethanol, the cerebellum
isolated and immersed phosphate buffer saline (1 mL, PBS; 8g NaCl, 0.2 g KCI, 1.44 g
Na:HPOs, 0.24 g KH2PO4) plus 5% of bovine serum albumin (BSA). The meninges were
removed, the tissue pricked and the cells dispersed with neural tissue dissociation kit. The
homogenate was filtered in a 100 pm cell strainer, centrifuged (400g, 5 min, room
temperature, RT), and the cells were resuspended in 2 mL of Dulbecco's modified Eagle's
medium supplemented with 1% penicillin/streptomycin (pen/strep) and 10% fetal bovine
serum (FBS). Cells were seeded in 24-well plates with 2x10° cells/well to FlowSight
cytometry analysis or in 8-well chamber slides with 5x10° cells/well to obtain images in
confocal microscopy. The cultures were maintained in 200uL DMEM at 37°C, 5% CO. for 7
days with a change of medium on day 5. One hour before treatments the medium was
replaced by DMEM without FBS. All the procedure was done in a sterile environment.
Viability and cell number were estimated by Trypan blue exclusion.

Enriched microglia cultures used in phagocytosis assay were prepared from the mixed
cell cultures maintained for 15 days in 75 cm? cell culture flasks containing DMEM plus 10%
FBS and 1% pen/strep. Microglia, isolated by knocking frozen bottles two or three times on
the bench, were seeded (10° cells/ 200 uL. DMEM) in 8-well chamber slides for 7 days (37°C,
5% CO2). The medium was replaced every 48 hours and 1 hour before the treatments was
replaced by DMEM without FBS.

Flowsight cytometry

Mixed cerebellar glial cells were maintained in 24-well plates (2x10° cells/well) for 7
days. After experimental procedures, the medium was discarded, 200uL of cold PBS was
added to the plate and cells were scraped and placed in 1.5 mL microtubes. The content was
centrifuged (400g, 5 min, RT) and the supernatant discarded. Cells were fixed in 150uL PFA
(5% in PBS, 15 min) and after centrifugation (400g, 5 min, RT) the pellet was resuspended in
150puL of Triton-X (0.1% in PBS, 15 min) and then in PBS containing BSA (5%). In

sequence, cells were incubated 1h at room temperature with anti-CD11b/c PECy7 conjugated
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(1:500) antibody as a microglia biomarker, plus anti-IBA-1 (1:500), anti-NOS-2 (1:500) or
anti-ARG-1 (1:500) for identifying total activated, pro-inflammatory or recovery/repair
subtypes. Cells were washed 3 times with PBS and incubated 1h with the appropriate
secondary antibody, donkey anti-rabbit PercP-Cy5.5 (1:1000) or goat anti-mouse PECy7
(1:1000). In sequence, cells were washed once with PBS and 100uL of BSA was added (5%
in PBS). Cell nucleus were marked with propidium iodide (PI, 1:10000), added 5 min before
sample acquisition. The Samples were acquired using AMNIS® FlowSight® (Luminex,
Austin, TX, USA) flow cytometry and data were analyzed with IDEAS® software® (Luminex,
Austin, TX, USA).

Phenotype Characterization

For cell visualization, mixed glial cells were cultured in 8-well chamber slides (5x10°
cells/well) for 7 days (as described in Cell culture section). The medium was discarded and
cells were fixed with paraformaldehyde (PFA - 5% in PBS, 15 min, RT), permeabilized with
Triton-X (0.1% in PBS, 10 min, RT) and blocked with BSA (2% in PBS, 1 h, RT). Microglia
and astrocytes were identified with the antibodies anti-CD11b FITC (1:1000), and anti-GFAP
AF488 (1:2000), incubated for 1h at RT followed by 3 washes with PBS. The slides were
then fixed with Mounting Medium with DAPI and images were captured using the LSM 880
confocal microscope Axio Observer equipped with a 20x EC Plan-Neofluar objective. For
excitation of the FITC and AF488 fluorophores (green) was used a 488nm laser with 528nm
emission and for DAPI excitation (blue) was used a 543nm laser with 638nm emission.

Microglial phenotypes and percentage in mixed glial cell cultures were determined by
FlowSight cytometry analysis. Microglia was identified as nucleated (PI*, propidium iodide)/
CD11b/c* cells population and represents 3 — 10% from total single cells acquired
(Supplemental Figure 1). Microglia activation and phenotypes were addressed by evaluating
the protein expression of IBA-1 (all activated), NOS-2 (M1) and ARG-1 (M2) after treatment
with LPS (100ng/mL) or LPS plus MINO (300uM). Control groups were incubated with
MINO or vehicle (medium). After experimental procedures the samples were prepared to
FlowSight cytometry analysis (as described in FlowSight cytometry section). The protein
expression of the microglia activation biomarkers (IBA-1, NOS-2 and ARG-1) was
determined based on the mean fluorescence intensity emitted by each of them in
PI*/CD11b/c" cells.
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Phagocytosis Assay

The phagocytosis of zymosan by microglia was determined by FlowSight cytometry
in mixed glial cell cultures. The cultures were maintained in 24-well plates for 7 days. Cells
were incubated with zymosan conjugated with Alexa Fluor 488 (10° particles/well, 75 min)
with or without MINO (300uM) incubated for 1 hour before zymosan. Phagocytic activity
was determined from the mean fluorescence intensity emitted by zymosan particles
conjugated to AF488 in PI*/CD11b/c* cell population.

The effect of melatonin and luzindole on the phagocytic capacity of microglia was
determined in microglia enriched cultures incubated with zymosan conjugated with AF594 in
8-well chamber slides (10° particles/well) for 75 min. Cultures were incubated with melatonin
(0 — 100 nM) or luzindole (0 — 1000 nM) for 30 min before zymosan addition. Cells were
fixed with acetone and methanol (1:1, 15 min, RT) and the slides were analyzed using LSM
510 confocal microscope using a 63x objective lens with water immersion. Fluorescent
zymosan was excited with HeNe 543 laser, and the fluorescence emission measured at 560-
615nm. Photographs were taken randomly from four fields in each well with a resolution of
1024 x 1024 pixels with fixed parameters (pinhole, scanning speed and laser power). As a

counting criterion, cells that phagocytized one or more zymosan particles were adopted.

Characterizing the relevance of microglia melatonin for the transition from
M1 to M2 phenotype

Cells were cultured in 24-wells plates and maintained for 7 days before treatments. The
cells were incubated with luzindole (100 nM) for 1h and LPS (100 ng/ mL) was then added
and maintained for 12h. After experimental procedures the samples were prepared to
FlowSight cytometry analysis (as described in Flowsight cytometry section). Samples were
acquired using Amnis® FlowSight® flow cytometry (Luminex, Austin, TX, USA) and data

were analyzed with IDEAS® software.

Statistical Analysis

All the numbers shown refer to individual cultures means and not isolated replicates.
Statistical analysis was performed with GraphPad Prism 9.0 software. Independent variables
are presented as box plot whiskers (10% - 90%), and dependent variables (time-dependent)
are presented as the mean + SEM, these data were compared by fitting the data to non-linear

regressions and the goodness of fitting was tested by ANOVA. Differences between
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independent variables were evaluated by Kolmogorov-Smirnov or ANOVA for
nonparametric values, followed by the Mann-Whitney or Kruskal-Wallis/Dunn’s tests.

Results

Microglia Phenotypes in LPS-12h Primary Mixed Cerebellar Glia Cell

Cultures

Confocal images confirm the presence of astrocytes (GFAP™) and microglia
(CD11b/c™) in naive cultures. Microglia presents phyllopods and are much smaller than
astrocytes (Figure 2A). The sorting of the cells from mixed cultures in a Flowsight cytometer
showed that 3-10% of the cells in each culture are marked CD11b/c* (Figure 2B). It is highly
relevant that the percentage of these cells that represent the microglia did not change after 12
hours in culture (vehicle) or in the presence of LPS (100 ng/mL) or the drugs that blocks
microglia activation (minocycline?® 24) or melatonin receptor (luzindole?®). Therefore, any
change observed in microglia phenotype should not be attributed to cell proliferation or death,
it should be considered as a result of the progression from one to another phenotype.

The time-course of LPS-induced microglia activation was followed by the expression
of IBA-1 in cultures treated or not with minocycline (Figure 2B). The time-intervals analyzed
were after the peak of the pro-inflammatory response. The phenotype of activated microglia
(IBA-1) after 12 hours of incubation with LPS (100 ng/ mL, LPS-12h) was characterized by
enzymes that metabolizes L-arginine, NOS-2 and ARG-1 (Figure 2C). Minocycline
significantly reduced the expression of NOS-2, confirming that NOS-2 is expressed in basal
(non-activated) cerebellar microglia & 26 (Figure 2D). The M2 microglia phenotype was
evaluated by determining the expression of ARG-1, which was reduced by blocking microglia

activation.
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Figure 2 — Characterization of the Experimental Model: primary mixed cerebellar glial cell
culture — (A) confocal micrograph highlighting the presence of microglia (CD11b/c*) and astroglia
(GFAPY). (B) The percentage of microglia was maintained independently of the treatments. (C) Time-
course (3 - 12 h) of LPS (100 ng/mL)- induced microglia activation (IBA-1 expression). IBA-1 marks
any activated phenotype. It is noteworthy that the proinflammatory phase (NOS-2 peak) occurred after
three hours. (D) 12 hours after LPS, the inhibition of microglia activation by minocycline (MINO)
blocks the induction of NOS-2 and ARG-1 expression. Data are shown as medians in box and
whiskers (percentiles 10-90%). Data were tested by the Kruskal-Wallis Multiple Comparison test. The
number of independent cultures and the probability of rejecting a null hypothesis is in the graph. VEH
(vehicle), MINO (minocycline 300 uM), LPS (lipopolysaccharide, 100 ng/mL).

Autocrine Melatonin increases microglia phagocytic efficiency

First, it was observed that microglia from mixed cerebellar cell cultures phagocyte
zymosan (75 min, 100.000 particles) (Figure 3A). In cultures enriched for microglia
exogenous melatonin increased, in a dose-dependent manner, the number of particles inside
the cells, and luzindole, the competitive antagonist of melatonin receptors, blocked the entry
of these particles (Figure 3B). Indeed, it was already shown that activation of zymosan
recognition receptors (TLR2/TLR6) triggers melatonin synthesis in macrophages and
dendritic cells?’. Therefore, in our experimental condition, microglia synthesized melatonin
should be responsible for modulating the phagocytic activity of cerebellar microglia.
Reinforcing this conclusion, the pKi value for luzindole (8.15 = 0.20) was in the range

accepted for blocking MT2 melatonin receptor?®.
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Figure 3 - Autocrine melatonin enhances the phagocytosis of zymosan particles. (A) Phagocytosis
of zymosan (10° particles/well, 1h) by activated microglia (CD11 b/c*) is blocked by minocycline
(MINO 300 uM) incubated 1h before zymosan. Number of independent cultures is shown in the
graph. Data are shown as median in box and whiskers (percentiles 10-90%), and the difference
between means was determined by Student’s “t” test. (B) Phagocytosis of fluorescent zymosan
particles (10° particles/well, 75 min) by enriched microglia cultures visualized by confocal
microscopy. Incubation of exogenous melatonin potentiated, while the blockage of melatonin high-
affinity G protein coupled receptors with luzindole inhibited zymosan uptake. Thus, microglia
synthesized melatonin potentiates microglia phagocytosis. Data are shown as mean +/- s.e.m. of 5
independent cultures in the upper graph and 5-12 in the lower one. Data were fitted to a sigmoidal
curve by the least square method.

Microglia-synthesized melatonin is a key player in phenotype transition

The results shown in figure 3 confirmed that melatonin synthesized before the arrival
at the M2 phenotype is essential for the progression from M1 to M2. The blockage of
melatonin receptors with luzindole increased the presence of microglia that express NOS-2
(M1) and reduces the ones that express ARG-1 (M2) (Figure 3). It is noteworthy that the
expression of IBA-1 that occurs both in M1 and M2 cells is increased by LPS and only
marginally inhibited by luzindole (tested significantly only when both means were compared
by Kolmogorov-Smirnov test). Therefore, our data show that melatonin synthesized by
microglia “in vitro” is a key factor in the polarization of microglia from the pro-inflammatory

to the recovery/repair.
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Figure 4 — Melatonin and the transition between M1 to M2 phenotype. Mix cerebellar glial cell
cultures were incubated with luzindole (LUZ, 100 nM) for one hour before a stimulus of 12 hours with
LPS (100 ng/ mL). Microglia were identified with the biomarker CD11b/c*. LPS leads to a significant
increase in activated microglia (IBA-1 biomarker). Blocking melatonin receptors with luzindole
increases M1 (NOS-2 biomarker) and reduces M2 phenotype (ARG-1 biomarker), indicating that
microglia did not progress from a proinflammatory to a recovery/ repair phenotype. Data were plotted
as box and whiskers (10 — 90%). Probability of rejecting the null hypothesis was determined by
Kruskal-Walls followed by Dunn’s multiple comparisons test. The pair LPS versus LPS + LUZ was
not significantly different when the non-parametric ANOVA was applied, and the Kolmogorov-
Smirnov test obtained the probability shown in the figure. Number of independent cultures are shown
in the figure.

Discussion

Microglia continuously survey brain parenchyma with highly motile processes and
actin-dependent filopodia?®. In response to PAMPs and DAMPs stellate shape resident
microglia polarize into ameboid cells that migrate to the epicenter of the injury initiating a
tailored and fine-tuned defense response (Figure 1). Phagocytosis in macrophages promotes a
metabolic shift that upregulates glycolysis and reduces oxidative phosphorylation®
contributing to recovery after traumatic brain injury®" 32, Microglia located far from the
lesioned area may assume defense phenotypes in order to restrict the propagation of damages
generated by the microglia at the proinflammatory phenotype® 2°. The temporal time-course
of the whole process is strictly controlled by loops of inducing/repressing gene expression and
protein synthesis® 34, An interesting example is that after local brain ischemia the expression
of molecules responsible for phagocytosis are delayed by 2-3 days, corresponding to the
resolution phase of inflammation®®.

Exogenous melatonin is known to polarize microglia to resolution phenotypes®® .
Treatment with melatonin has already shown beneficial effects, such as inhibition of

proinflammatory cytokines expression in the hippocampus of mice inoculated with Klebsiella
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pneumonia®’. In rats, melatonin inhibits the induction of TNF and NO in cortical microglia of
rats injected with LPS®®. Melatonin also plays a role in modulating macrophage/ microglia
phagocytic activity. We have previously shown that the expression of the molecule that
mediates the entry of fungi in macrophages and dendritic cells, dectin-1, is mediated
activation of melatonin MT2 receptors'®> ¥, and that macrophage synthesized melatonin
potentiates zymosan phagocytosis in human colostral monocytes®®, RAW 264-7 macrophage
cell line!* 2 and rat alveolar macrophages®.

Here we evaluated the progression of microglia phenotypes by recording the effect of
12 hours of LPS stimulation. The pro-inflammatory and recovery phenotypes were
distinguished according to the expression of IBA-1, NOS-2, and ARG-1. IBA-1 participates
in the membrane ruffling and phagocytosis of activated microglia by interacting with F-
actin®, thus, its expression did not differentiate between M1 and M2 phenotypes*? 43, NOS-2
is the hallmark of inflammatory responses, as converts arginine into citrulline and NO,
leading to oxidative stress**. ARG-1, the last enzyme in the urea cycle, converts arginine into
urea and ornithine, contributing to the synthesis of polyamines and proline, essential for
collagen formation and tissue repair*. ARG-1 shows positive relation with neuroprotection?®.

Interestingly, even after 12 hours of LPS, the blockage of melatonin receptors
maintains microglia in the proinflammatory phenotype, strongly suggesting that for the
progression of M1 to M2 phenotype the microglia synthesized melatonin acts in an autocrine
manner, activating high-affinity melatonin receptors located in the same cell. Mechanistically,
LPS-induced activation of toll-like receptor 4 (TLR4) promotes the nuclear translocation of
the NFxkB dimer p50/RelA, which besides regulating the transcription of genes directly
involved in the pro-inflammatory phase, leads to the transcription of the gene that codifies the
NF«kB subunit cRel. This subunit that is not expressed constitutively, forms a dimer with
RelA. The dimer cRel/RelA binds to NFkB elements in the promoter of Aanat, inducing its
transcriptiont 2 Inhibition of microglia activation with minocycline blocks NFkB nuclear
translocation?>. AA-NAT is the enzyme that converts serotonin in N-acetylserotonin, the
direct precursor of melatonin, which triggers its high-affinity G-protein coupled receptor
switching L-arginine metabolism from citrulline/NO to polyamines/proline. Closing the cycle,
the pKi value for luzindole (Figure 3B) points to an MT2 receptor mediation, the same
melatonin receptor subtype responsible for the expression of dectin-1, the membrane binding
site for internalization of zymosan*2. Thus, melatonin synthesized at the transition between
M1 and M2 phenotypes is essential for increasing the availability of molecules necessary for

tissue repair and the expression of receptors essential for phagocytosis (Figure 5). This work
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opens a new perspective for understanding the role of microglia melatonin and for improving

the mechanistic-based search and timing of pharmacological melatonergic drugs.

Melatonin — key the transitional signal

between M1 and M2 phenotypes
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Figure 5 - Cerebellar microglia melatonin is a key element in the transition between
proinflammatory (M1) and recovery/ repair phenotypes (M2). Upper Panel - THE HYPOTHESIS:
The effect of microglia synthesized melatonin is highlighted. Activation of TLR4 receptors by LPS
leads to the nuclear translocation of NFxB dimer p50/RelA, which promotes not only the transcription
of genes that code proinflammatory proteins but also the NFkB subunit cREL. NOS-2, here used as a
biomarker of the proinflammatory response, is among the first transcribed proteins. As the response
progresses, the dimer p50/ cRel translocates to the nucleus and leads to the transcription of proteins
involved in the recovery/repair phase. AA-NAT, a key enzyme in melatonin synthesis, is one of these
proteins. In sequence, melatonin activates high-affinity G-protein coupled melatonin receptors leading
to the synthesis of ARG-1, a biomarker of M2. To test this hypothesis, melatonin receptors were
blocked with the non-selective competitive antagonist - luzindole. Lower Panel: Microglia
melatonin is a key signal in the transition between M1 and M2 microglia phenotypes. Blocking
melatonin receptors microglia are kept at M1 phenotype, and the inflammatory response is not solved.
Here we show for the first time that microglia melatonin synthesis is essential for the progression of
M1 to M2 phenotype. Therefore, if melatonin is not synthesized or their receptors are not expressed,
no resolution of the inflammatory response will occur.
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Figure 1
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Figure 1 — Representative histogram and microphotographs obtained by Flowsight cytometry.
Histogram of a selected sample showing 10.7% of CD11b/c* cells gated from cells marked with
nucleus (PI+/CD11b/c*). All analysis in Flowsight cytometry were performed according to this
template. Microphotographs show cells (left column) expressing CD11b/c (green emission), PI (blue
emission) and overlapping channels (MERGE).
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PRODUCT SUPPLIER CATALOG #
Culture PLATES AND SLIDES

|
cell strainer BD Falcon®, New Jersey, USA 352360|
75 cm? Cell culture Flask Nest Biotech Co., Ltda, Jiangsu, China. 708011
24-well plates Nest Biotech Co., Ltda, Jiangsu, China. 702011
8-well chamber slides Millicell® EZ slide, Merck KGaA, Darmstadt, Germany PEZGS0816

CHEMICALS, MEDIUM
Ethanol
Sodium Chloride (NaCl) Labsynth, Sao Paulo, BR C1060.01.AH]
Potassium Chloride (KCI) Merck KGaA, Darmstadt, Germany, 1049361000}
Anhydrous dissodium hydrogen phosphate (Na2HPO4) Merck KGaA, Darmstadt, Germany, 1065861000
Potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) Merck KGaA, Darmstadt, Germany, 1048771000
bovine serum albumin BSA - Merck KGaA, Darmstadt, Germany, 9048-46-8|
neural tissue dissociation kit Myiltenyi Bergisch Gladbach, Germany 130-094802]
paraformaldehyde, PFA Labsynth, Sdo Paulo, BR P1005.01.AH]
Triton-X AMRESCO®, VWR Life Sciences, Pensilvania, USA 97062-208|
Acetone Labsynth, Sao Paulo, BR A1017.01.BJ|
Methanol Labsynth, Sao Paulo, BR A1085.01.BJ|
Dulbecco's modified Eagle's medium DMEM Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA 12100-046)
penicillin/streptomycin, pen/strep Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA 15070-063
fetal bovine serum, FBS Gibco, Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA 10437028
DRUGS
Trypan blue Gibco; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA 15250-061
Lipopolysaccharides from Escherichia coli, LPS 0127:B8, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA 97-473-0)
Minocycline hydrochloride Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA 13614-98-7
Melatonin Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA M5250)
Luzindole |Sig-ma Aldrich, St Louis, MO, USA 117946-91-5)
ANTIBODIES AND FLUORESCENT MARKERS

Mounting Medium with DAPI - Aqueous, Fluoroshield [Abcam, Cambridge, England [ Ab104139
Propidium Iodid, PI Molecular probes, Invitrogen, Oregon, USA P3566
anti-CD11b FITC BD Biosciences, New Jersey, USA 554982
anti-GFAP AF488 Biolegend, San Diego, CA, USA 644704
Anti-CD11b/c PECy7 conjugated Biolegend, San Diego, CA, USA 201818
Anti-IBA-1 Immunny, Campinas, SP, Brazil IMO0565
Anti-NOS2 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA SC651
Anti-ARG-1 Biolegend, San Diego, CA, USA 678862
Donkey Anti-Rabbit PercP-Cy5.5 Santa Cruz Biotechnology, TX, USA SC45106
Goat Anti-Mouse PEcy7 Biolegend, San Diego, CA, USA 405315
Zymosan A from Saccharomyces cerevisiae Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA 58856-93-2
Zymosan conjugated with Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA 723373

Amnis® FlowSight® flow cytometry

IDEAS® software

LSM 880 confocal microscope Axio Observer
LSM 510 confocal microscope

GraphPad Prism 9.0 software

EQUIPMENT AND SOFTWARES

Luminex, Austin, TEXAS, USA
Luminex, Austin, TEXAS, USA
Zeiss Microscopy, Jena, Germany
Zeiss Microscopy, Jena, Germany

Graphpad, San Diego, California, USA
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A melatonina produzida localmente por microglias cerebelares ativadas com LPS, é
um fator chave para a transicdo do fendtipo das microglias de um estado pré-inflamatorio
(M1) para um estado de resolucdo/recuperacdo (M2). Esta melatonina local induziu um
aumento na capacidade fagocitica destas células. Portanto, estes resultados revelam um fino
ajuste exercido pela melatonina no inicio da resposta imune inata, sugerindo um mecanismo

de protecdo com objetivo de evitar danos no tecido nervoso apds a resposta inflamatoria.
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SOUZA, Ewerton da Silva. Melatonina como fator regulador do perfil de ativagéo de
microglias no cerebelo de ratos. 2021. Dissertagdo (Mestrado em ciéncias — Fisiologia geral)
— Instituto de Biociéncias da USP, Séo Paulo, 2021.

Frente a estimulos com padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs) ou dano celular
(DAMPs), a sintese noturna de melatonina pela glandula pineal é inibida, enquanto a mesma é
ativada em macrdfagos e microglias. Esta troca da fonte de sintese de melatonina e os efeitos
enddcrinos e paracrinos/autdcrinos desta indolamina, sugeriu a existéncia de um Eixo Imuno-
Pineal. As microglias, conhecidas como macr6fagos do sistema nervoso central (SNC),
podem apresentar fendtipos de ativacdo/polarizacdo pr6 ou anti-inflamatérios
(recuperacdo/reparo). A modulacdo destes fendtipos depende da natureza, intensidade e
duracdo do estimulo, podendo ser modulados pelo proprio agente agressor, por quimiocinas,
citocinas pro e anti-inflamatérias, e outras moléculas sintetizadas durante a resposta
inflamatoria. Microglias presentes na cultura primaria mista de células da glia do cerebelo de
ratos produzem melatonina quando ativadas com lipopolissacarideo (LPS) da parede celular
de bactérias gram-negativas, e o efeito autdcrino e paracrino da melatonina leva ao aumento
da capacidade fagocitica destas células via receptores de alta afinidade acoplados a proteina
G, MT1 e MT2. Em ratos tratados via intracerebroventricular (ICV) com LPS, ha uma
producdo local de melatonina no cerebelo que previne a morte de neurdnios e que esse efeito
é mediado via receptores, MT1 e MT2. Porém, os mecanismos celulares que medeiam este
efeito ainda ndo sdo conhecidos. O efeito citotoxico de microglias com perfil pro-inflamatério
esta diretamente relacionado com a morte de neurénios no processo de neuroinflamacéo e
sabe-se que a melatonina é capaz de regular a polarizacdo destas células, induzindo um
fenotipo anti-inflamatdrio/regulatério. Neste projeto, avaliamos se a melatonina produzida
localmente por microglias induzida por LPS, regula o processo de polarizagdo de microglias,
de um estado pro-inflamatério para um estado de resolucdo/recuperacdo. Observamos que
apos ativacdo com LPS, a melatonina produzida por microglias atua de maneira
autocrina/paracrina aumentando a capacidade fagocitica das microglias e induzindo um

fendtipo de resolugdo/recuperagéo.

Palavras-chave: Melatonina. Microglias. Ativacdo de microglias. Cerebelo.
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SOUZA, Ewerton da Silva. Melatonin as a regulatory factor of rat cerebellar microglia
activation. 2021. Dissertacdo (Mestrado em ciéncias — Fisiologia geral) — Instituto de
Biociéncias da USP, Séo Paulo, 2021.

In the face of stimuli with Pathogen or danger/damage associated molecular patterns (PAMPs
or DAMPSs), the nocturnal synthesis of melatonin by the pineal gland is inhibited, while it is
activated in macrophages and microglias. This change in the source of melatonin synthesis
and the endocrine and paracrine/autocrine effects of this indolamine, suggested the existence
of an immune-pineal axis. Microglia, known as Central Nervous System (CNS) macrophages,
may present pro or anti-inflammatory (recovery/repair) phenotypes under activation. The
modulation of these phenotypes depends on the nature, intensity and duration of the stimulus,
and may be modulated by the aggressive agent itself, chemokines, pro and anti-inflammatory
cytokines, and other molecules synthesized during the inflammatory response. Microglias
present in the mix primary culture of rat cerebellar glia cells produce melatonin when
activated with lipopolysaccharide (LPS), a PAMP of gram-negative bacteria, and the
autocrine/ paracrine effect of melatonin leads to the increase of phagocytic capacity of these
cells via high affinity G protein coupled receptors, MT1 and MT2. In rats treated
intracerebroventricular (ICV) with LPS, there is a local production of melatonin in the
cerebellum that prevents the death of neurons via melatonin receptors, MT1 and MT2.
However, the cellular mechanisms that mediate this effect are not yet known. Indeed,
microglia with a pro-inflammatory phenotype is directly related to the death of neurons in the
neuroinflammatory process and it is known that melatonin is able to regulate the polarization
of these cells, inducing a recovery/repair phenotype. Here, we evaluated if melatonin
produced locally by microglias induced by LPS, regulates the polarization of microglias, from
a pro-inflammatory to a recovery/repair state. We show that after activation with LPS,
melatonin produced by microglias acts in an autocrine/paracrine manner increasing the

phagocytic capacity of microglias and inducing a recovery/repair phenotype.

Key words: Melatonin. Microglia. Microglia activation. Cerebellum.
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