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RESUMO

A formacdo de elementos figurados do sangue € um processo dinamico e diario regido por
linhagens de ceélulas originadas de uma pequena porcentagem de células da medula dssea
capazes de se autorrenovarem e diferenciarem de forma muito controlada. Estas células que se
mantém quiescentes por longos periodos (LT-HSC) dao origem a células tronco de curta
duragdo (ST-HSC) que se proliferam e diferenciam em células progenitoras mieldides (CPM)
e linfoides (CPL). As células da medula 6ssea sintetizam melatonina durante o periodo de claro
e de escuro e esta tem papel relevante no controle dos processos de quiescéncia e atividade das
LT-HTC, bem como nos processos de proliferacdo e diferenciacdo das células progenitoras.
Nesta tese foi avaliada a ritmicidade da produgéo de melatonina e das enzimas envolvidas na
via biossintética bem como a relacdo desta com as enzimas de sintese e 0s receptores de
melatonina. Foram usados camundongos C57BI16J higidos. Animais mantidos em ciclo 12/12
apresentaram um ritmo diaria do contetdo de melatonina no total de células da medula e no
sobrenadante. Os ritmos das moléculas precursoras da via biossintética sugeriam que haveria
uma variacdo diaria das enzimas presentes. Esta hipotese foi confirmada, e também foi
mostrado que a porcentagem de cada subtipo celular que expressou as enzimas P-SNAT e
ASMT variou ao longo do dia, mas esta variacdo foi diferente para cada tipo celular, sugerindo
uma regulagdo dependente da funcdo. A mesma conclusédo pode ser observada com o0s
receptores MT1 e MT2. O principal resultado observado nesta tese foi que a entrada do claro,
mas nao a entrada do escuro sincroniza a producédo de melatonina pela medula 6ssea. Na entrada
no claro ocorre uma rapida mas significante reducdo da concentracdo de melatonina nas células
da medula dssea que € seguida de um pico transiente de melatonina. Este perfil & também
observado se a entrada do claro for atrasada em 4 horas. Por outro lado, 0 aumento da
concentracdo de melatonina que ocorre na entrada do escuro, seguida de uma lenta reducdo,
quando as luzes sao apagadas as 18h00, mantém o curso de as luzes forem apagadas as 22h00.
Portanto, ndo € o apagar das luzes que induz a resposta noturna. Considerando que a medula
recebe informacao direta do ndcleo paraventricular, que recebe projecdes do relégio central, 0s
nacleos supraquiasmaticos e o ritmo destes é reajustado com a entrada do claro, mas néo é
alterada com a entrada do escuro. Esta tese sugere fortemente que o conteido de melatonina na
medula dssea € orquestrado pelo sistema simpatico de forma diferente do que ocorre na glandula
pineal.

Palavras-chaves: células troncos e progenitoras hematopoiéticas, medula 6ssea, melatonina;
receptores MT1 e MT2, P-SNAT, ASMT.



ABSTRACT

Bone-marrow hematopoietic stem and progenitor cells synthesize melatonin during the day and
nighttime. Melatonin orchestrates in a specific manner the quiescent and active period of the
long- and short-term stem hematopoietic cells (LT-HSC, ST-HSC), as well as the activity of
the myeloid and lymphoid progenitor cells (CMP, CLP). Here we evaluated the daily rhythm
of the production of melatonin and its precursors (tryptophan, serotonin, N-acetylserotonin),
and the serotonin metabolite 5-HIAA. The profile of the synthetic enzymes at the active forms,
P-SNAT and ASMT, as well as the expression of the receptors MT1 and MT2 were evaluated
in healthy young C57BI16J mice. Animals maintained on a 12/12 cycle showed a daily rhythm
of melatonin content in total marrow cells and in the supernatant. The rhythms of the precursor
molecules of the biosynthetic pathway suggested that there would be a daily variation of the
enzymes present. This hypothesis was confirmed, and it was also shown that the percentage of
each cell subtype that expressed P-SNAT and ASMT enzymes varied throughout the day. Still,
this variation was different for each cell type, suggesting a function-dependent regulation. The
same conclusion can be observed with the MT1 and MT2 receptors. The main result observed
in this thesis was that the input of light, but not the input of dark, synchronizes the production
of melatonin by the bone marrow. Upon entering the light, there is a rapid but significant
reduction in melatonin concentration in bone marrow cells followed by a transient melatonin
spike. This profile is also observed if the light entry is delayed by 4 hours. On the other hand,
the increase in melatonin concentration that occurs at the onset of darkness, followed by lights
off at 6:00 pm, maintains the same course as the lights are turned off at 10:00 pm. Therefore,
lights off is not responsible for the nocturnal increase of melatonin. Considering that the
medulla receives direct information from the paraventricular nucleus, which receives
projections from the central clock, the suprachiasmatic nuclei and that their rhythm is readjusted
with the entry of light but is not altered with the entry of darkness, this thesis strongly suggests
that the Melatonin content in the bone marrow is orchestrated by the sympathetic system
differently from what occurs in the pineal gland.

Keywords: hematopoietic stem cells; bone marrow; melatonin; MT1 receptor; MT2 receptor;
ASMT; SNAT.



1.1. Célula-tronco hematopoiéticas

As células-tronco hematopoiéticas (HSC, do inglés hematopoietic stem cells),
originadas de células-tronco pluripotentes, residem em nichos anatémicos reservados. Durante
a embriogénese, as células-tronco pluripotentes migram do saco vitelinico para a mesoderme e
ap6s formacdo da circulagdo fetal para o figado embrionario e posteriormente para a medula
embrionéaria (KINGSLEY etal., 2004; BERTRAND et al., 2005; PALIS, 2014). Na fase adulta,
a maior populacdo de células-tronco hematopoiéticas reside na medula 6ssea (MO), e
populacdes menores sdo encontradas no figado, baco, pulméo, gdnadas e tecido nervoso
(WAGERS e WEISSMAN, 2004; RATAIJCZAK, 2008). Desde o saco vitelinico estas séo
células comprometidas com a formacdo de eritrocitos primitivos e macrofagos embrionarios.
Os macrofagos embrionérios ddo origem aos macrofagos residentes encontrados no cérebro
(microglias), pulméo, intestino, figado, gdnadas e outros tecidos da genitalia acessdria feminina
e masculina. Estas células, bem como as HSC da medula dssea sao autorrenovaveis, mas apenas
as HSC séo responsaveis pela formacgdo das células do osso e dos elementos figurados do
sangue (JOHNSON e MOORE, 1975).

As regides anatdmicas da medula Ossea admitem grande especializacdo e o
microambiente de cada regido determina os processos de diferenciacdo em multiplas linhagens
sanguineas. Esse ambiente € rico de informacdes essenciais para a regulacdo das HSC, nele esta
presente diversos componentes moleculares e celulares que implicam na regulacdo e atividade
das HSC, incluindo células-tronco mesenquimais perivasculares, células endoteliais,
osteoblastos, células de linhagem de adipdcitos, nervos do sistema nervoso simpatico (SNS),
células Schwann ndo mielinizantes, macréfagos, megacariocitos, entre outros. Esse sistema é
uma orquestracdo altamente dindmica regulada por fatores intrinsecos e sinais extrinsecos do
microambiente, que contribuem para a quiescéncia, proliferacdo e diferenciagdo das HSC
(PINHO e FRENETTE, 2019).

As HSC mais primitivas sdo conhecidas como células-tronco hematopoiéticas de longo
termo (LT-HSC, do inglés — Long-Term Hematopoietic Stem Cells) porque mantem-se na fase
Go do ciclo celular por longos periodos, sendo as mais quiescentes do sistema. As LT-HSC
formam um conjunto de células de reserva e pequena parcela diferencia-se em células
totipotentes de curta duragdo (ST-HSC, do inglés — short-term hematopoietic stem cells), que
na dependéncia dos fatores de diferenciagéo e estimulos neurais e hormonais presentes no nicho

formar&o células multipotentes progenitoras (MPP, do inglés multipotent progenitors) que vao



gerar as células progenitoras comprometidas com a linhagem mieléide (CMP, do inglés
common myeloid progenitor) e linfoide (CLP, do inglés common lymphoid progenitor) (Figura
1) (MORRISON e WEISSMAN, 1994; BRYDER e WEISSMAN, 2006; WEISSMAN, I.L.
2000; revisto por NAKAMURA-ISHIZU et al., 2014).

A porcentagem de células que entra no ciclo celular varia de acordo com o tipo celular
(CHESHIER et al., 1999). A quiescéncia das células mais primitivas € uma propriedade
fundamental porque evita a exaustio em periodos de grande de demanda de
hematopoiese. Estudos recentes, mostraram que a quiescéncia das HSC é regulada por uma rede
complexa de fatores intrinsecos e extrinsecos as células, induzidos em resposta a varios
estresses, como por exemplo, inflamacao ou perda de sangue (LUDIN et al., 2014; GOLAN et
al., 2018; FIELDING et al., 2022). Este controle estrito ocorre em uma regido especifica

chamada de nicho hematopoiético.
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Figura 1. Fases de diferenciagdo das HSPC. HSC quiescentes na fase GO podem ser ativadas
para entrar no ciclo celular (fases G1/S/G2/M) para se autorrenovar ou diferenciar. As HSC
ativas também podem sair do ciclo celular e retornar a quiescéncia. Apos a diferenciacao,
acredita-se que as HSC de longo prazo (LT-HSC) déo origem a células com menor potencial
de repovoamento — HSC de médio prazo e de curto prazo (ST-HSC) — e subsequentemente
produzem multilinhagem células sanguineas. (adaptado de NAKAMURA-ISHIZU et al.,
2014).

1.1. Nicho hematopoiético

O “nicho” das células-tronco hematopoiéticas, como foi definido por SCHOFIELD em
1978, fornece um ambiente especializado que preserva sua capacidade de repovoamento. Em

adultos, a producéo hematopoiética é feita em vertebras, costelas, cranio, esterno, sacro, pelve



e cabeca dos 0ssos longos. O nicho hematopoiético é envolvido pela laminula dssea (metéafise)
e no enddsteo, interface entre 0 0sso e a medula 0ssea, sdo encontrados os osteoblastos e
osteoclastos (Figura 2) (OH et al., 2010). O peridsteo, regido mais externa do 0sso, é onde
ocorre a entrada e saida dos vasos sanguineos e fibras nervosas. A irrigacdo dos nichos é feita
por um sistema de sinusoéides, que sdo vénulas irregularmente dilatadas compostos por uma
camada descontinua de células endoteliais fenestradas préprio para locais de grandes trocas.
Estes vasos estdo a jazante dos locais de trocas metabdlicas que ocorre nos capilares entre
arteriolas e vénulas. Existe um suprimento particularmente rico de arteriolas, bem como de
sinusoides, perto do endosteo que é circundado por um ambiente vascularizado e inervado
(MORRISON e SCADDEN, 2014).

A hematopoiese na medula dssea é regulada pelo simpatico e parassimpatico. Fibras
parassimpaticas chegam até a metafise femoral (FIELDING e MENDEZ-FERRER, 2020).
Junto com outros derivados da crista neural, fibras nervosas simpaticas fazem parte de um
microambiente especial localizado nas intersecgdes entre 0sso e medula, conhecido como nicho
medular, onde se localizam as células primitivas do sistema hematopoiético e que regula
formacdo de elementos figurados sanguineos em condi¢cGes de normais e de estresse.
Fisiologicamente a inervacdo simpatica da MO regula a formacdo e degradacdo dssea e a
producéo de células sanguineas (JUNG et al., 2017; HANOUN et al., 2015).

O nicho é essencial e fundamental para a (I) automanutencdo da totalidade de células
tronco hematopoiéticas indiferenciadas; (I1) geracdo e manutencdo de um conjunto de células
progenitoras capazes de se diferenciar em todos os elementos figurados do sangue; (1)
proliferacdo e diferenciacdo de células precursoras em células diferenciadas que migram para a
corrente sanguinea. Resumidamente, enquanto um pequeno numero de células-tronco é
responsavel pela manutengdo da quantidade de células maduras, o restante encontra-se em
quiescéncia contribuindo para manter um potencial hematopoiético quando ha aumento de
demanda. Este equilibrio entre auto renovacdo e diferenciacdo garante a homeostase
hematopoiética (BRYDER et al., 2006; SZADE, et al., 2018). A diferenciacdo excessiva ou
auto renovacao insuficiente esgota o conjunto de HSC, enquanto diferenciagéo insuficiente ou
auto renovacéo desenfreada pode levar a doencas mielo proliferativas ou leucemia (PINHO e
FRENETTE, 2019).
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Figura 2. Anatomia da medula dssea. a. Microarquitetura do fémur; b. Interfase entre 0 0sso
e a MO (endosteo), trabécula 6ssea, circulacdo medular; c. Fotomicrografia 3D reconstruida da
MO em direcdo a superficie endosteal (azul, 50um abaixo da superficie), mostrando a rede de
vasos sanguineos (vermelho). Vasos arteriolares menores (setas brancas) tornam-se vasos
sinusoidais maiores (campo de visdo, 350um x 350um). d. Visdo transversal dos vasos
sanguineos que correm ao longo da superficie endosteal (EV) e essa transicao (seta branca) em
sinusoides (S) que entdo seguem em dire¢do ao seio central. e. Células-tronco de longo prazo
(LT-HSC: CD150*CD48 CD41*) residindo em contato proximo ndo apenas com células
vasculares e perivasculares (seta branca; * sinusoides), mas também com megacariocitos
(grandes células amarelas) e outras células hematopoiéticas. Na ampliacdo, CD150 em
vermelho e CD48, CD41 em verde. (imagem adaptada de MORRISON e SCADDEN, 2014).

1.2. A hierarquia da diferenciacdo hematopoiética

Desde os anos 60 quando as HSC foram identificadas por Till e McCulloch, estudos
estabeleceram bases e propriedades a obtencdo das HSPC para estudos. Pela localizacdo e
anatomia, e por serem fortemente interconectadas em um tecido, essas células podem ser
facilmente isoladas sem sofrerem muito estresse. O isolamento a partir do sangue periférico é
minimamente invasivo e milhGes de células podem ser facilmente colhidas. Muitos tipos de
células sanguineas sdo naturalmente capazes de extravasar em tecidos compactados e sustentar
enormes forgas de cisalhamento, portanto, toleram bem o isolamento por citometria de fluxo
(revisto por RIEGER e SCHROEDER, 2012). Dessa forma foram determinados padrdes de

expressdo de marcadores de superficie para avaliar autorrenovacdo e funcgdo, clonogenicidade



e potencial de formagc&o de linhagens especificas (MORRISON e WEISSMAN, 1994; KIEL et
al., 2005; INLAY et al., 2009).

As HSPC séo comumente caracterizadas por nao expressarem marcadores de linhagens
(Lin*), expressos em hemacias, células T, células B, granulécitos, mondcitos/macréfagos,
natural Killers, mondcitos e granuldcitos, entre outras células diferenciadas e sdo referidas por
células “L"SK” por expressarem os marcadores: stem cell antigen-1 (sca-1); receptor de stem
cell factor (c-KIT); e Thy-1 (CD90) (SPANGRUDE et al., 1988). Esses marcadores, c-KIT,
Thy-1.1', Lin™°, sca-1", reconhecem todas as células multipotentes da medula éssea e podem
subdividir essas subpopula¢bes por marcadores de superficie e por grau de auto renovagéo
(MORRISON e WEISSMAN, 1994).

A proteina de ativacdo de linfocitos (Ly-6 A/E, conhecida por sca-1), € uma proteina
de membrana celular ancora-glicosil-fosfatidilinositol (GPI-AP) e € encontrada em células-
tronco hematopoiéticas, mamarias, cardiacas e mesenquimais de camundongos (BRADFUTE
et al., 2005; HOLMES e STANFORD et al., 2007; VALENTE et al., 2014). A expresséo de
SCA-1 é regulada durante a formacdo de células hematopoiética, e € o marcador de escolha
para enriquecer amostras medulares em HSC (SPANGRUDE e WEISSMAN, 1988). A redugéo
da expressdo de sca-1 € observada quando HSC se diferenciam em progenitores mieloides
comuns (AKASHI et al., 2000) e progenitores linfoides (KONDO et al., 1997).

As membranas celulares ndo séo estruturas homogéneas. Apresentam especializacfes
bioguimicas ligadas a alterac6es funcionais. Uma destas especializacdes sdo as balsas lipidicas.
Estes micros dominios apresentam uma maior concentracdo de colesterol e glico-
esfingolipideos que coordenam arranjos de receptores acoplados a proteina G como 0s
noradrenérgicos e melatonérgicos, receptores canais, e receptores com atividade tirosina
quinase, como c-KIT, receptores de insulina, etc. (JAHN et al., 2007, RATAJCSZAK e
ADAMIAK, 2015; SETHUMADHAVAN e MANI., 2020). Existem dois tipos de balsas
lipidicas, as balsas planares e as balsas lipidicas invaginadas ou cavalares, que sdo exemplos de
micro dominios ricos em colesterol na membrana celular e o colesterol pode ser visualizado
como um tipo de “cola molecular” que mantém os componentes das balsas lipidicas unidos. As
balsas lipidicas organizam as moléculas de sinalizacdo e as vias de segundos mensageiros
(REEVES et., 2012) coordenando func¢des. Nas HSPC, as balsas lipidicas organizam processos
de retencdo no nicho e quiescéncia, bem como na regulacdo da migragdo, mobilizacéo e volta
de HSPC do sangue para a medula ("homing”) (RATAJCSZAK e ADAMIAK, 2015).

Vale notar que quando o marcador c-KIT (receptores de tirosina-quinase tipo IlI)

localiza-se em balsas lipidicas € facilitada a sobrevivéncia e a proliferacdo de células HSC
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(RATAJCZAK e ADAMIAK, 2015). Esta situacdo tem relevancia nos ciclos fisiolégicos, e
também ¢é um indicativo de malignidade. A interacdo do fator de células-tronco (SCF) ao
receptor c-KIT, promove a formacdo de um dimero e ativa a fungdo tirosina quinase. Apos a
ativacdo, o receptor é ubiquitinado e internalizado em lisossomos para eventual degradacéo.
SCF também induz quimiotaxia, quimiocinese e adesdo celular via integrinas. Também foi
demonstrado que a administracdo da porcéo solivel de c-KIT em camundongos aumenta a
mobilizacdo induzida pelo fator estimulador de coldnias de granulécitos (G-CSF). A
sinalizacdo através do KIT desempenha um papel na sobrevivéncia, proliferacéo e diferenciacao
das células HSPC (BLUME-JENSEN et al., 1991; SHIN et al., 2014).

O uso de outros marcadores em conjunto com as “L"SK”, distinguem e refinam as
subpopulacbes de HSC, como € o caso da identificacdo dos marcadores de superficies da familia
de moléculas de ativagdo de linfocitos sinalizadores (SLAM), que foi um marco importante
para a distingdo entre células-tronco e células progenitoras hematopoiéticas (WEKSBERG et
al., 2008). Os receptores CD150, CD244 e CD48 da familia SLAM sd30 expressos
diferencialmente em células progenitoras distintas. O CD150 foi identificado na populacdo
primitiva das células-tronco, em ensaios de reconstituicdo de linhagens em camundongos
irradiados. Os receptores de células de medula 6ssea CD150*, mas ndao os CD150
apresentavam uma completa restauracdo das linhagens primitivas e o uso de suas medulas
reconstituia outros animais receptores (KIEL et al., 2005).

Todos estes componentes que participam do sistema imunolégico e hematopoiético, sao
caracterizados por uma estrutura de tempo multi-frequencial, com ritmos proeminentes na
proliferacéo celular e fungéo celular no circadiano, infradiano e ritmos na proliferagéo celular
e funcdo celular. Alguns ritmos circadianos das fun¢Ges hematoldgicas parecem ser inatos e
presumivelmente determinados geneticamente, mas sdo modulados e ajustados em seu tempo
por fatores ambientais, os chamados sincronizadores, importantes na modulacéo da fisiologia e
comportamento do sistema. Entretanto, a maioria dos processos fisioldgicos ndo é uniforme,
mas varia de acordo com a hora do dia. Na medula 6ssea, o trafego de HSC e a hematopoiese
ndo escapam da regulacdo circadiana que controla a maioria dos processos fisiologicos
(MENDEZ-FERRER, 2009).

Esse conhecimento sobre a hematopoiese, células e suas interacfes, tem importantes
implicacdes clinicas, pois 0s avangos na compreensdo desse sistema fornecem um rico
aprendizado para tratamentos e transplantes clinicos de células hematopoiéticas, e identificar e
explorar proteinas e moléculas para amplificar ou suprimir determinados tipos de células

sanguineas (CARROL e CLAIR, 2018); compreender a progressdo gradual dos estagios pré-
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leucémicos levando primeiro a distdrbios mieloides cronicos, leucemias blasticas agudas; e
tratamento de doencas malignas e ndo malignas com subconjuntos de células (WEISSMAN
e SHIZURU, 2008).

1.3. Os ciclos circadianos influenciam o nicho hematopoiético

A regulacdo do complexo microambiente da medula dssea onde ocorre a hematopoiese
¢ impactada pelos ritmos bioldgicos (MENDEZ-FERRER et al., 2009). O sistema circadiano
consiste em reldgios centrais e periféricos. O relogio central em mamiferos deriva de uma rede
de neurdnios no ndcleo supraquiasmatico (NSQ). Os ritmos circadianos celulares sdo gerados
pela expressao assincrona dos chamados “genes do reldgio” presentes em todas as células do
organismo (KAMPHUIS et al., 2005). O NSQ esta diretamente ligado a retina via o trato
retino-hipotalamico que envia informagdes foticas, independente da visdo e arrasta os ritmos
do relogio central redefinindo o padréo diario das oscilagdes circadianas (PROVENCIO et al.,
2002; GERY e KOEFFLER, 2010). Portanto, o ritmo circadiano é enddgeno, mas este é
arrastado pelas condi¢cdes de iluminacdo ambiental permitindo que o organismo seja
sincronizado as alternancias claro/ escuro da Terra. Discute-se que o reldgio central sincroniza
esses osciladores periféricos de forma hierarquica. Estima-se que, em qualquer tecido, até 10%
dos genes em sejam compostos por genes controlados pelos genes do reldgio ou por horménios
circadianos (SCHEIERMANN e FRENETTE, 2013). Tanto em humanos como em roedores,
0S processos hematopoiéticos apresentam ritmos de 24 horas (BJARNASON e JORDAN,
2000; O-NEIL et al., 2011; SANFORD et al., 2022). Em camundongos adaptados a um
determinado ciclo claro/ escuro, ritmicidade das células da medula 6ssea é mantida por até 4
dias apos colocar os animais em condi¢des arritmicas, quer escuro ou claro constante (OHTA,
etal., 2006). Como é sabido que o claro constante resseta o nicleo supraquiasmatico, enquanto
0 escuro constante permite detectar o ritmo do relégio de cada individuo, foi proposto que a
medula dssea ndo esta diretamente sob o controle do NSQ, mas sim, mantém um controle de
ritmo circadiano independente e proprio. Portanto, esta sendo feita uma intensa revisitacdo dos
conceitos de como as funcgBes da producdo de células sanguineas variam circadianamente
(MENDEZ-FERRER et al., 2009).

A liberacdo fisioldgica de células tronco hematopoiéticas na circulacdo ndo é aleatoria
ou constante, mas segue oscilacdes circadianas. Méndez-Ferrer et al., (2008), identificou essa
acdo estudando os padrdes circadianos e os mecanismos por tras da liberagdo de HSC na

homeostase, submetendo camundongos a flutuacdes circadianas, analisando o comportamento
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das células-tronco hematopoiéticas e progenitoras em diferentes situagdes. O trafego circadiano
de células tronco hematopoiéticas é orquestrado no sistema nervoso central por genes centrais
do relégio molecular, que regulam a atracdo de HSC para seus nichos de medula dssea por
secrecdo ritmica de noradrenalina dos terminais nervosos, ativagdo do receptor f3-adrenérgico,
degradacdo do fator de transcricdo Spl e regulagdo negativa de CXCL12, uma molécula
conhecida por ser a Gnica capaz de realizar uma migrago direcionada (MENDEZ-FERRER et
al., 2008; MAESTRONI, 2020). Os atratores quimicos de HSC localizado na medula 6ssea
(CXCL12) e no sangue (S1P) regulam dinamicamente a manutencao destas células na MO ou
no sangue. Em situacGes estressantes, quando € requerido um aumento de células no sangue,
este € mediado pela reducdo de CXCL12 e aumento de S1P. Estes mesmos mediadores regulam
a formacéo de osso (GOLAN et al., 2013).

Estudos com modelos pre-clinicos funcionais de células-tronco, demonstraram a
influéncia do periodo claro e escuro na diferenciacéo, no reabastecimento de células sanguineas.
Foi identificado dois picos diérios nos niveis de HSPC na medula 6ssea, um 5 horas apds a
entrada da luz e o outro, 5 horas apds o inicio do escuro. O periodo claro envolve diferenciacéo,
migracdo, aumento da permeabilidade vascular, saida e reposicdo de células sanguineas,
enquanto o periodo de escuro envolve diminuicdo da permeabilidade vascular da BM e
renovacdo do reservatorio das células-tronco primitivas, além da proliferacdo das células-tronco
progenitoras (GOLAN et al., 2018). Resumidamente, esses dados sugeriram que o fendtipo, a
funcdo das células-tronco e progenitoras hematopoiéticas, estdo sujeitos a mudancas
determinadas pelo ciclo claro e escuro, como por exemplo, na alteracdo na expressdo dos
marcadores de superficie CD150 e c-KIT a noite (GOLAN et al., 2018; Golan et al., 2019).

Além das HSPC, as células do sistema imunoldgico, como monadcitos, macrofagos e
leucocitos maduros, exibem oscilagBes circadianas nos genes do reldgio central, bem como
genes controlados pelo relégio e funcdes fisiologicas (KELLER. M. et al, 2009, LUDIN et al.,
2012; COSSIOI. etal., 2019). Os macréfagos e mondcitos desempenham uma série de fungdes
dentro do sistema imune inato, sendo importante observar a diferenca entre macrofagos
derivados de mondcitos e macréfagos residentes em tecidos, pois os macréfagos derivados de
monocitos, sdo derivados da hematopoiese e recrutados para os tecidos durante a inflamacéo,
0s macrofagos residentes nos tecidos, sdo uma populagdo heterogénea de células que se
autorrenovam e seu fenotipo é controlado em grande parte pelo ambiente tecidual (OLIVA-
RAMIREZ et al., 2014). Ja os leucdcitos maduros se infiltram na medula 6ssea no periodo do

escuro de maneira circadiana pois ha relatos que os leucocitos participam do nicho
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hematopoiético e sdo responsaveis pela interagio entre imunidade e hematopoiese (COSSIO I.
etal., 2019).

A fisiologia do sistema formador de sangue, além de ser controlada a nivel celular pelo
estroma da medula 6ssea e pelas catecolaminas, como ja mencionados, também é controlada
por fatores neuroenddcrinos incluindo substancia P, neurocinina-A (MAESTRON e CONTI,
1996; MAESTRONI, 1998; MAESTRONI, 2000) e o hormdnio melatonina (CONTI et al.,
2008; GOLAN et al, 2018; GOLAN et al., 2019).

Um melhor entendimento da regulacdo neural e neuroendocrina da hematopoiese pode
fornecer novas perspectivas conceituais e terapéuticas em uma variedade de doencas
hematopoiéticas e imunes (MAESTRONI et al., 1998).

1.4. Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) foi descrita originalmente como horménio
da glandula pineal (LERNER et al.,, 1958). Atualmente, é considerada uma molécula
multifatorial por apresentar efeitos cronobiolégicos, em resultado da sua producdo de forma
ritmica pela glandula pineal, e também por efeitos que ndo estdo ligados a ritmicidade do
organismo, tal como a produgdo extra-pineal dessa molécula (MARKUS et al., 2007). A
producdo extra-pineal de melatonina, ocorre geralmente de forma nédo ritmica e depende de
estimulos especificos. Pode ser produzida de forma constitutiva ou induzida, atuando de forma
autocrina ou parécrina fora da glandula pineal (revisto por MARKUS, R.P. et al., 2007;
MARKUS, R.P. etal., 2017).

Em mamiferos, foram descritas varias fontes extra pineais, capazes de sintetizar
melatonina: células do trato gastrointestinal (BUBENIK, 2002; KONTUREK, et al., 2007);
retina (ZMIJEWSKI et al., 2007); pele (SLOMINSKI, 2002); células imunocompetentes
(CARRILLO-VICOetal., 2004; PONTE G.N. etal., 2006; MALDONADO, M.D. etal., 2010);
células do colostro humano (PONTES et al., 2006; PIRES-LAPA et al., 2013); cérebro
(JIMENEZ-JORGE etal., 2007; PINATO et al., 2015); medula 6ssea (MAESTRONI e CONTI,
1996; TAN et al. 1999; GALLI et al. 2014; GOLAN et al., 2018); macréfagos residentes
pulmonares (FERNANDES et al., 2021) e de forma induzida por células do sistema
imunol6gico (CONTI et al., 2000; CARRILO-VICO et al., 2004; PONTES et al., 2006;
MALDONADO et al., 2010; MARKUS et al., 2021).

A via de biossintese da melatonina, altamente conservada, inicia-se com a conversao

aminodacido triptofano em 5-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofano hidroxilase 1
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(TPH1). 5-HTP é descarboxilado dando origem a serotonina, que € convertida em N-
acetilserotonina (NAS) na presenca da enzima serotonina-N-acetiltransferase fosforilada
(SNAT). A metilagdo de NAS catalisada pela enzima acetilserotonina metiltransferase
(ASMT), também conhecida como hidroxi-indol-O-metiltransferase (HIOMT), resulta na
melatonina (WURTMAN et al., 1065; SIMONNEAUX e RIBELAYGA, 2003). Tanto na
glandula pineal, quanto em tecidos extra pineais, a producdo de melatonina é dependente da
expressao e ativacao das enzimas P-SNAT e ASMT (AXELROD et al., 1964; MARKUS et al
., 2018). Na pineal e em macrofagos a sintese de melatonina é controlada pela transcricéo e
fosforilagdo de SNAT disparada por adrenoceptores 1 (SIMONNEAUX e RIBELAYGA,
2003; PIRES-LOPES et al., 2018).

As duas isoformas da enzima triptofano-hidroxilase sdo enzimas limitantes na sintese
de serotonina e sua variacdo diaria esta ligada ao ritmo dos hormonios do cortex da adrenal e
pistas comportamentais (MALEK et al., 2007). No sistema nervoso central TPH2 é a principal
isoforma, enquanto em pinealdcitos a exemplo do que ocorre nas células da medula 6ssea foi
encontrada a TPH1 (HUANG et al., 2008). Em ratos a sintese de melatonina e o contetdo de
TPHL1 séo maiores a noite. O conteudo de serotonina e TPH1 sdo significativamente reduzidos
por luz & noite. Este efeito € resultante da ativacdo simpatica.

A producdo da melatonina pela glandula pineal também pode ser regulada pelo
comprimento do fotoperiodo, via controle da sintese e atividade da enzima ASMT. A ASMT ¢
0 passo limitante da sintese de MLT portanto quando a regulacdo da enzima SNAT é
responsavel pelo ciclo circadiano da melatonina, a enzima ASMT parece ser responsavel pela
variagdo da amplitude da producdo de melatonina provocada pela diferenca do fotoperiodo ao
longo das estacdes do ano (RIBELAYGA et al., 1998).

A efetuacdo da resposta da melatonina é dependente da ativacao de receptores acoplados
a proteina G que ja foram localizados na membrana celular, nuclear e membrana de
mitocdndrias. A melatonina € uma molécula aceptora de elétrons, atuando como antioxidante.
No entanto, é preciso destacar que esta € uma reacdo estequiométrica com radicais livres e,
portanto tem relevancia na para concentragdes muito altas de melatonina, cerca de 10.000 vezes
maior que a concentracdo que atua nos receptores. A melatonina atua em receptores de alta
afinidade acoplados a proteina G (MT1 e MT2, faixa pM-nM), mas também responde as
ligacGes a diversas moléculas intracelulares, acarretando modulagéo de cascatas de sinalizacao,
e, na ativacdo direta ou indireta de receptores nucleares que regulam a transcricdo de genes
alvos (revisto por LIU et al., 2019). A caracterizacdo funcional dos receptores de melatonina

em diferentes espécies evidencia perfis farmacoldgicos espécie-especificos (MAILLIET et al.,
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2004; AUDINOT etal., 2008; DEVAVRY etal., 2012; GAUTIER et al., 2018). Historicamente
0 estudo de receptores de melatonina e foi baseado em ensaios com leitura fisioldgica em
tecidos nativos que expressam receptores de melatonina e em ensaios bioquimicos em células
que expressavam os receptores de forma natural ou induzida (revisto por CECON et al., 2023).
Mais recentemente, 0 a aplicagéo de técnicas de imagem e ligantes de fluorescéncia especificos
que permite o entendimento das vias de sinalizacdo e da localizagédo celular dos dimeros ativos
(Figura 4).

O receptor MT1 é codificado pelo gene MTNR1A localizado no cromossomo 4g35.1 e
consiste em 351 aminoéacidos. Ja o receptor MT2 é codificado pelo gene MTNRIB localizado
no cromossomo 11g21-q22 e consiste em 363 aminoacidos (ALEXANDER et al., 2021;
CARDINALI et al., 2023). Ambos os receptores formam homo e heterodimeros (Figura 4). Os
homodimeros de receptores MT1/MT1 e MT2/MT?2 ativam a proteina Gi, inibindo a producéo
do segundo mensageiro AMP ciclico (cCAMP). Na maioria dos sistemas experimentais, 0s
receptores MT 1 e MT 2 estdo acoplados a proteina Gi, resultando na diminuicdo da atividade
da adenililciclase e dos niveis de AMPc (CECON et al., 2016). Os dimeros MT1/MT1 também
podem estar acoplados a Gg que modula o efeito da melatonina via regulagdo da concentracéo
intracelular de célcio. Foi identificado que diferentes tecidos e células expressam receptores de
melatonina, entre eles, cérebro (CARDINALI et al., 1979); células pancreéticas (BAHR et
al ., 2012) e células-tronco mesenquimais humanas (LEE et al., 2014 ), e células que expressam
receptores recombinantes (MACKENZIE et al., 2002 ), células-tronco hematopoiéticas
(GOLAN et al., 2018), entre outros (HOTTA et al., 2000; revisto por CECON et al., 2018). Ha
também a possibilidade de formar heterodimeros de forma a controlar o efeito da melatonina
de acordo com os receptores que formam os pares. O heterodimeros MT1/MT2 aumenta a
capacidade do receptor MT1 sinalizar via proteina Gg, e com isso muda a forma de transcricao
do sinal. A dimerizacdo de MT1/GPR50 inativa o receptor MT1 porque o sitio de ligacdo
propriamente dito ndo fica aparente para a melatonina. GPR50 é um receptor acoplado a
proteina G érfao em mamiferos. Esta molécula que é estruturalmente semelhante aos receptores
acoplados a proteina G ndo € capaz de ativar a via de transducdo. Interessante notar, que GPR50
€ homologo ao receptor de melatonina Mellc encontrado em anfibios e aves (DUBOCOVITCH
et al., 2010). Dessa forma, a expressdo da molécula GPR50 pode levar a uma inibi¢do do efeito
da melatonina, apesar de serem detectados receptores na membrana em estudos de imagem.
Uma outra interacdo importante é a dimerizacdo com receptores de serotonina 5SHTazc.
MT2/5HT2c € um dimero funcional. A melatonina liga-se a por¢do MT2 e transduz via a por¢éo

5HT2c. Apesar de fora do escopo desta tese, fica registrado que esta resposta bisada demorou
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muitos anos a ser consolidada e abre um espaco interessante para avaliar respostas
farmacoldgicas da melatonina e da propria serotonina. Em suma, os conhecimentos sobre a
efetuacdo da resposta melatonérgica estdo em processo de consolidacdo, e a busca de dados

basicos pode revelar condicoes especificas no caso do processo de hematopoiese.
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Figura 3. Sinalizacdo de homodmeros e heterdmeros do receptor de melatonina. A ativacdo da
melatonina dos homémeros MT1/MT1desencadeia a sinalizagdo intracelular predominantemente
através da via G; sobre a via Gq, enquanto os homdémeros MT2/MT2 sinalizam exclusivamente através
das proteinas Gi. No heterdmeros MT1/MT?2, a sinalizacdo da melatonina é direcionada para a ativacao
do Gqsobre o Gi. Ao dimerizar com GPR50, o receptor MT1perde sua capacidade de se ligar a
melatonina, desencadear a sinalizacdo G; e recrutar B-arrestina (B-ARR). MLT, melatonina (adaptado

de CECON et al.,2018).

1.4.1. Melatonina e o nicho hematopoiético

A partir dos anos 90, estudos comecaram a identificar efeitos da melatonina nas
funcgdes fisiologicas na medula dssea. Melatonina exdgena atuava diretamente em células T
auxiliares da medula 6ssea impedindo a apoptose de celulas progenitoras mieloides induzida

por farmacos e protegia células progenitoras de granuldcitos/macrofagos (MAESTRONI et al.,



17

1994, ANWAR, etal., 1998; CONTI etal., 1998; TAN et al., 1999). Além disso, a concentracéo
de melatonina em células da medula 6ssea de camundongos é maior que no sangue (CONTI e
MAESTRONI, 1998). Posteriormente foi mostrada a presenga de SNAT sugerindo que células
da medula 6ssea de camundongos e humanos poderiam sintetizar melatonina (CONTI et al.,
2000). O efeito da melatonina exdgena e enddgena esta relacionado com a capacidade de
reduzir radicais livres (REITE etal., 1995; REITER etal., 1998; e TAN et al., 1999) e regular
a expressdo de receptores e mediadores de processos de proliferacdo e diferenciagdo celular
(GOLAN et al., 2018). Do ponto de vista funcional, a melatonina transduz informacoes
ambientais para o sistema hematopoiético (MAESTRONI et al., 2006), influencia no ritmo
circadiano de células-tronco mesenquimais (LYKOV et al, 2017) e hematopoiéticas
(HRUSHESKY et al, 2015; GOLAN et al., 2018), e apresenta efeito citoprotetor
(CASANOVA-ACEBES et al., 2013; WANG et al., 2015; MAN et al., 2016; BORNING et
al., 2017).

Estudos buscam determinar um conceito mecanicista sobre como a proliferacdo, a
manutencdo HSPC sdo reguladas e sincronizadas diariamente. Essas células sdo responsaveis
por manter um pool diario para reabastecimento, pela migracao de células sanguineas e imunes
da medula 6ssea para o sangue periférico, e sdo reguladas por varios tipos de sinais celulares,
que residem no microambiente hematopoiético e por ciclos externos na presenca e auséncia de
luz, que séo traduzidos por sinais neurais e hormonais, incluindo a sinalizacdo simpaética
(MENDEZ-FERRER et al., 2008; GARCIA-GARCIA et al., 2019.), melatonina (GOLAN et
al., 2018) e reguladas pelas interacGes entre hormonios, citocinas inflamatorias e macréfagos.

O SNC, funciona como um oscilador central que governa a atividade circadiana do
organismo baseado em parte no desencadeamento da liberacdo de sinais hormonais como
noradrenalina e melatonina por componentes do SNS. Um estudo realizado com camundongos
por Golan et al., (2018) mostrou um pico matinal de noradrenalina e do fator de necrose tumoral
(TNF), importante citocina inflamatdria que é secretada principalmente por leucécitos ativados
(REZZOUG et al., 2008), induz a permeabilidade vascular para reabastecer o sangue, aumenta
temporariamente os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS), facilita a proliferacéo,
diferenciacdo e migracdo de HSPC. Em contraste, o periodo do escuro, um segundo pico de
TNF aumenta a secrecdo de melatonina para conduzir a renovagéo de HSPC e atividade das
LT-HSC através da modulacdo da expressdo de CD150 e c-KIT, macréfagos, o que resulta na
reducdo da permeabilidade vascular e dos niveis de ROS nas HSPC, facilitando assim, a
manutencdo dessas células. Esses achados revelam que os picos de noradrenalina, TNF e

melatonina induzidos pela entrada do claro e escuro sao essenciais para a producao sincronizada
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de células sanguineas maduras e repovoamento o conjunto de HSPC. Vale ressaltar que nestes
processos 0 TNF esta exercendo um efeito fisioldgico. Como descrevemos a seguir, as espécies
reativas de oxigénio (ROS) também tém papel fisioldégico no controle da proliferacdo e

diferenciacdo de células tronco hematopoiéticas.
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Figura 4. A entrada do claro e o periodo de escuro controlam diferencialmente a
diferenciacdo e manutencdo das células-tronco e progenitoras hematopoiéticas. O inicio
do periodo claro e escuro induz explosGes de noradrenalina e TNF na medula 6ssea, que
regulam transitoriamente e aumentam temporariamente o nivel de ROS nas HSPC as 11h00 e
23h00. As 11h00 a noradrenalina induz a permeabilidade vascular, diferenciacio e saida das
HSPC para o sangue. E as 23h00, a melatonina aumenta a expressdo de CD150%, a retencdo de
HSC e a autorrenovacao (adaptado de GOLAN et al., 2018).

O contetdo de ROS influencia a migracdo, o desenvolvimento e a autorrenovacado das
células-tronco, bem como o status do ciclo celular. Em células-tronco quiescentes (LT-HSC),
os niveis de ROS sdo mantidos baixos, apoiando assim sua capacidade de repovoamento a longo
prazo. A elevagdo no contetdo de ROS impulsiona a diferencia¢do de LT-HSC para ST-HSC
e a seguir para diferenciacdo em progenitoras mieloide (JANG e SHARKIS, 2007; LUDIN et
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al.; 2014). Evidéncias cumulativas, também, indicam que o SNS regula a proliferacdo e
diferenciacdo de HSPC e a migracdo de HSPC e leucdcitos entre a MO e os locais
extramedulares. Isso foi sugerido inicialmente porque os niveis de catecolaminas no sangue e
na MO aderiam a ritmos circadianos que também afetavam a proliferacdo de células da MO
gue expressavam receptores de catecolaminas (MAESTRONI et al., 1998). Juntos, esses dados
definem um circuito complexo que liga o0 SNS, as vias das citocinas inflamatdrias, melatonina
e outros, na regulacéo de estados funcionais distintos do HSPC ao longo do dia.

Considerando a grande variabilidade do sistema melatonérgico ha necessidade de um
trabalho de base para se determinar a variagdo circadiana das células hematopoiéticas ao mesmo

tempo que se determina a expressao de receptores de acordo com os tipos celulares.

CONCLUSOES

e Melatonina é produzida e liberada ritmicamente pelas células da medula 6ssea.

e As expressdes das enzimas P-SNAT e ASMT apresentam variacdo ao longo do dia na
dependéncia do tipo celular da medula dssea.

e As expressdes dos receptores MT1 e MT2 variam ao longo do dia deferentemente para
cada tipo/funcdo das células da medula dssea.

e A entrada do claro, mas ndo a do escuro, sincroniza a producdo de melatonina pela
medula 6ssea.

e Os dados sugerem que a varia¢ao do contetido de melatonina na medula dssea é

orquestrada pelo sistema simpatico.
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