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RESUMO

O carcinoma urotelial estd entre as dez neoplasias malignas mais comuns. Estudos
in silica sugeriram que a melatonina sintetizada por tumores de bexiga podem ter efeitos
protetores; no entanto, os ensaios clinicos ndo confirmaram tais beneficios. Neste
trabalho, avaliamos o efeito da melatonina exdgena e do sistema melatonérgico (enzimas,
producao de melatonina e receptores) em trés linhagens celulares: RT4, 5637 ¢ T24. A
producdo local de melatonina foi observada em escala pM em todas as linhagens
celulares, e a expressao diferencial das enzimas envolvidas em sua sintese e metabolismo
foi insuficiente para explicar o perfil de resposta das linhagens celulares. A melatonina
exdgena (mM) diminuiu a viabilidade de todas as linhagens de estudo. Ao mesmo tempo,
a faixa pM-nM ndo modificou o padrao proliferativo das linhagens celulares, mas
apresentou uma resposta linhagem-especifica na viabilidade celular: RT4 nao respondeu
ao tratamento com melatonina, 5637 aumentou, € T24 teve um efeito dual dose-
dependente da viabilidade. Por outro lado, a expressdao dos receptores de melatonina
acoplados a proteina G, MT1 e MT2, e do receptor 6rfao GPR50, no qual dimeriza com
MT1 reduzindo sua afinidade a melatonina, abre uma nova abordagem investigativa. A
baixa expressao de receptores de melatonina em RT4 justificou a falta de sensibilidade a
melatonina exdégena em pM-nM. As diferencas entre 5637 e T24 também podem
depender da expressdo e localizagdo do receptor especifico. Os dados sugerem que em
5637 e T24, MTI1 induz um aumento na viabilidade celular, enquanto em T24 os
receptores de membrana MT2 diminuem a viabilidade celular. Em resumo, aqui
mostramos pela primeira vez a relevancia dos subtipos de receptores de melatonina na
promocgao do ajuste fino da viabilidade celular no cancer de bexiga. O presente estudo
sugere fortemente que o uso terapéutico da melatonina ou analogos no cancer de bexiga
ainda ¢ prematuro, sendo necessario adequar o tratamento considerando a expressao dos

subtipos de receptores de melatonina para cada paciente.

Palavras-chave: Carcinoma Urotelial. Cancer de Bexiga. Receptores de Melatonina.
Melatonina Extra-Pineal.
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ABSTRACT

Urothelial carcinoma is among the ten most common malignmalignantasia. In
silica studies suggested that melatonin synthesized by bladder tumors may have
protective effects; however, clinical trials did not confirm the beneficial effects. In this
work, we evaluate the effect of exogenous melatonin and the melatonergic system
(enzymes, melatonin production and receptors) in three cell lineages: RT4, 5637 and T24.
Melatonin local production was observed on a pM scale in all cell lines, and the
differential expression of the enzymes involved in its synthesis and metabolism was
insufficient to explain the cell lines’ profile response. Exogenous melatonin at the (mM)
decreased viability of all study cell lines. At the same time, the pM-nM range did not
modify the proliferative pattern of cell lines, but presented a cell line-specific response
in viability: RT4 did not respond to melatonin treatment, increased 5637, and had a dose-
dependent dual effect of T24 viability. Otherwise, the expression of G-protein coupled
melatonin receptors, MT1 and MT2, and the orphan receptor GPR50, which dimerizes
with MT1 reducing its affinity to melatonin, opens a new investigative approach. The
lower expression of melatonin receptors in RT4 justified the lack of sensitivity to pM-
nM exogenous melatonin. The differences between 5637 and T24 could also rely on
specific receptor expression and localization. The data suggest that in 5637 and T24, MT1
induces an increase in cell viability, while in T24 MT2 membrane receptors decrease cell
viability. In summary, here we show for the first time the relevance of melatonin receptor
subtypes in promoting fine-tuning of cell viability in bladder cancer. The present study
strongly suggests that the therapeutic use of melatonin or analogs in bladder cancer is still
premature, and being necessary to adapt the treatment considering the expression of
melatonin receptor subtypes for each patient.

Keywords: Urothelial Carcinoma. Bladder Cancer. Melatonin receptors. Extra Pineal
Melatonin.
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PREFACIO
Tempo, tempo, tempo...

O tempo da forma como conhecemos (segundos, minutos, dias...) foi uma maneira de
quantificarmos e darmos significado ao continuo de nossas existéncias, porém nosso organismo
como ser vivo que interage com um meio, como interpreta o tempo? Seria o tempo de nossas
células o mesmo de nossos relogios? Uma coisa é certa, a melatonina, uma molécula conservada
desde as arqueas e cianobactérias até os mamiferos mais complexos estd envolvida nesta equagio,
e por muitos anos a ciéncia destacou sua relevincia na contabilizagdo do tempo endogeno como
sincronizadora de nosso relogio bioldgico com o tempo de giro da Terra ao redor do Sol. A
melatonina nos deu pistas desde muito antes da invengdo de fontes artificiais de iluminagdo de
quando era dia ou noite ld fora, de quando nosso organismo deveria se ativar ou repousar, gastar
ou consumir.

O que ocorre quando nosso corpo responde a estimulos nocivos? Serd que ao sair da zona
de higidez nosso organismo lida de forma diferente com as referéncias temporais? Quando uma
infecgdo aguda nos acomete e a prioridade se torna voltar ao equilibrio homeostitico o quanto
antes, como a melatonina se comporta? Pois bem, jd descobrimos que nesses casos a melatonina
assume um papel de marcador de estado imunologico, através da sua auséncia nos momentos em
que deveria ser sintetizada. Essencialmente, hd um alteracio na forma de o corpo entender o
tempo. A falta de producdo noturna de melatonina sinaliza que algo estd errado. O sistema
melatonérgico mais uma vez contribui para a manutengio da vida, facilitando as repostas de
defesa.

Por 1iltimo, mas nao menos importante, quando nosso corpo é acometido por um cincer,
por uma lesdo que ndo é externa, mas sim um crescimento exacerbado de um tecido além do basal
considerado normal, como a melatonina e tempo se relacionam? Pois bem, o presente estudo traz
algumas pistas a mais sobre essa historia, de como a melatonina pode ser uma peca importante
ndo somente no contexto temporal ciclico de claro e escuro, mas no contexto de favorecer ou nio
o crescimento de células tumorais de modo que elas proprias estardo produzindo melatonina e
sendo reguladas por sua sintese e recepgdo. Sendo assim, o objetivo dessa tese ndo se trata de
defender a melatonina como adjuvante da cura do cincer, se trata de defender a importancia da
adequada compreensio da atuagdo dessa molécula de acordo com a localizagdo, concentragio,

afinal, de acordo com o contexto na qual estd atuando.

ébmoeﬂm Quily

01 [402A
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Introducao

“Vocé farda melhor se fizer com que outros queiram aprender."

Katherine Johnson
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INTRODUCAO

Melatonina e o Sistema Melatonérgico

Descrita pela primeira vez por Lerner et al., (1958), a melatonina foi identificada
em meio a procura de moléculas presentes na glandula pineal bovina capazes de clarear
a pele de anfibios. Esse trabalho levou ao seu isolamento e caracterizagdo como um
eficiente fator indutor de agregacdo de granulos de melanina em melandcitos de ra
(LERNER et al., 1958). Pouco depois, a estrutura quimica da melatonina foi revelada
como N-acetil-5-metoxitriptamina (LERNER et al., 1959). Sua producéo ja foi descrita
desde organismos unicelulares primitivos até os vertebrados mais complexos, sendo uma
indolamina com propriedades anfifilicas, o que permite sua ampla difusdo pelas barreiras
morfofisioldgicas (como membranas celulares e barreira hematoencefalica) (SHIDA et
al.,, 1994; TAN et al., 2010). Por se tratar de uma potente doadora de elétrons, sua
provavel funcdo inicial foi a de reduzir a carga de radicais livres, gerada durante os
processos de fotossintese e metabolismo energético (TAN et al., 2013). No entanto, ao
longo do processo evolutivo, essa indolamina passou por um alargamento de seu
repertério funcional devido ao aparecimento de sitios/receptores de ligacdo especificos e
vias de transducdo de sinais associadas, tornando-se assim uma molécula pleiotrépica,
embora sua estrutura quimica tenha se mantido inalterada.

A melatonina se originou em laboratérios dermatoldgicos e se tornou uma
molécula chave no campo da cronobiologia. Em mamiferos, a melatonina é um horménio
produzido pela glandula pineal de maneira ritmica durante a fase de escuro, responsavel
por sincronizar os processos bioldgicos individuais com o tempo de giro da Terra ao redor
do seu proprio eixo e ao redor do eixo do Sol (REITER, 1991). Essa capacidade
sincronizadora se da por sua sintese ndo apresentar mecanismos de retroalimentagéo
negativa, de modo que o tempo de duracdo da sintese de melatonina permite a
diferenciacdo de noites mais longas ou curtas, logo, a diferenciagéo de noites de inverno
ou de verdo (MENAKER et al., 1997; ERREN & REITER, 2015). Dentre 0s processos
bioldgicos sincronizados pela melatonina estéo os ritmos atividade/repouso, temperatura
corporal, frequéncia cardiaca, metabolismo energético, ciclo estral, dentre muitos outros
(NELSON et al., 2022). Devido a tais funces, a glandula pineal j& foi conhecida como
“terceiro olho” e, a melatonina ainda hoje ¢ referenciada como “hormoénio do escuro”

(REITER, 1991). Além do aumento e blogueio da sintese de melatonina pela pineal
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marcarem o ritmo claro/escuro e o ciclo sazonal, ela também é capaz de marcar o ciclo
de vida dos mamiferos, tendo seus picos e vales mais acentuados (amplitude) na
infancia/adolescéncia e gradativamente reduzindo essa diferenca ao longo dos anos, de
modo que em individuos idosos sua sintese noturna é mitigada (KARASEK, 2004). Um
resumo da sintese de melatonina pela glandula pineal esta representado na Figura 1 e
descrito de forma sucinta abaixo.

Na maioria das espécies de mamiferos, uma via polissinaptica que une os nucleos
supraquiasmaticos hipotaldamicos (SCN), que abrigam o relégio circadiano mestre em
mamiferos, regula a sintese de melatonina na glandula pineal. Os SCN recebem
informacédo fotica ambiental a partir de uma via retino-hipotalamica direta. Parte das
fibras do trato retino-hipotalamico apenas cruzam o SCN, enquanto uma fracdo originada
da chamada parte cega da retina faz sinapse no SCN (MOORE & EICHLER, 1972;
STEPHAN & ZUCKER, 1972). A partir do SCN, a via polissinaptica projeta-se sobre 0s
ndcleos paraventriculares, e via a coluna toréxica intermediolateral da medula espinhal
projeta-se para o ganglio cervial superior de onde partem fibras pds-ganglionares
simpaticas que inervam a glandula pineal (MOORE, 1995; LARSEN et al., 1998;
TECLEMARIAM-MESBAH et al., 1999). Este processo de transformar informagéo
fética em neuroenddcrina vem sendo conhecido como sistem fotoneuroendocrino. A
inervacdo simpatica circadiana da glandula pineal, impulsionada pelo SCN, resulta na
ativacdo da enzima serotonina-N-acetiltransferase (SNAT; E.C. 2.3.1.87), uma enzima
chave na via de sintese da melatonina (KLEIN et al., 2002). A noradrenalina liberada
pelos neurdnios simpaticos estimula a atividade da SNAT em pinealdcitos por meio de
receptores adrenérgicos f1 (DEGUCHI & AXELROD, 1972; KLEIN & WELLER 1973;
KLEIN et al., 1985; VANECEK et al., 1986). A ativacdo de receptores adrenérgicos o
pode resultar na potenciacdo ou inibi¢do da transcricdo do gene que codifica SNAT na
dependéncia do padrdo de ativacéo do sistema nervoso simpatico (FERNANDES et al.,
2017). Posteriormente, ocorre a metilacdo da N-acetilserotonina (NAS) catalisada pela
enzima acetilserotonina O-metiltransferase (ASMT, E.C. 2.1.1.4) que resulta na sintese
da melatonina (MEL, N-acetil-5-metoxitriptamina) (WURTMAN et al., 1965;
SIMONNEAUX & RIBELAYGA, 2003). Em humanos, assim como em roedores, a
liberacdo noturna de noradrenalina promove a fosforilagdo de SNAT via fosforilagéo e
ativacdo da proteina quinase A (PKA) pelo monofosfato ciclico de adenosina (AMPc)
induzido pela ativacdo de receptores adrenérgicos (ACKERMANN & STEHLE, 2006).

A proteina chaperona 14-3-3 liga-se a P-SNAT, protegendo-a contra a degradacdo por
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proteassomas e induzindo alteragdes alostéricas que resultam no aumento da atividade
enzimaética e, consequentemente, no aumento da producéo de melatonina (KLEIN et al.,
2002). Em animais diurnos, este € o principal mecanismo celular conhecido para
controlar a atividade de SNAT, em animais noturnos, o0 AMPc também controla a
transcricdo do gene que codifica a SNAT. O mecanismo envolve a fosforilagéo
dependente de PKA e de CREB (proteina de ligagdo ao elemento responsivo ao AMPc)
ligada aos elementos responsivos ao AMPc (CRES) no promotor da Snat (COON et al.,
2001; BURKE et al., 1999; SCHOMERUS et al., 2000), que aumenta 100 vezes 0 RNAmM
de Snat. A amplitude deste aumento é modulado pelo repressor precoce de AMPc
induzivel, que compete com CREB pelos sitios de CRE (KORF et al., 2003; STEHLE et
al., 2003; FOULKES et al., 1997 — fig. 1).

A melatonina é metabolizada principalmente no cérebro e no figado, porém a
grande maioria das células expressam as monooxigenases microssomais (citocromo
P450, familia 1, subfamilia B, polipeptidio 1 — CYP1B1 e outros citocromos P450 como
CYP1A1, CYP1A2) que formam a 6-hidroximelatonina (6-OH-MEL) (MA et al., 2005).
A seguir, a molécula hidroxilada se conjuga com um radicais sulfato ou glucoronato,
sendo posteriormente excretada na urina sob as formas de glucuronideo de 6-
hidroximelatonina ou 6-sulfatoximelatonina (MACCHI et al., 2004; MA et al., 2005).
Essa Gltima representa 90% da concentracdo urinaria de melatonina quando administrada
em humanos, além de poder ser utilizada como referéncia de producdo central de
melatonina (MA et al., 2005).

Corrente sanguinea

Triptofano

TPH l Rim

5-hidroxytriptofano

Descarboxilasel

Serotonina \’
Urina

SNAT l

N-acetilserotonina

ASMT
l aMT6s

MelatU

Corrente sanguinea

Claro-escuro

Figado

Figura 1 - A via can6nica da producao de melatonina pela pineal. O SCN recebe informacdes
féticas ambientais coletadas por células ganglionares intrinsecamente fotossensiveis (ipRGC) na retina. Os

ipRGCs expressam o fotopigmento melanopsina, que transduz comprimentos de onda de luz em inputs
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neurais através do trato retino-hipotalamico (RHT) para 0 SCN. O SCN inibe constitutivamente o ndcleo
paraventricular hipotalamico (PVN) por meio das projecdes GABAérgicas. Na auséncia de luz, o PVN
ativa os nulcleos cervicais ganglionares (SCG), por meio da coluna intermediolateral da medula,
desencadeando fibras noradrenérgicas que inervam a glandula pineal (PG), em Gltima analise, liberando os
co-transmissores noradrenalina e ATP. Este estimulo simpatico desencadeia a acdo, convertendo a
serotonina (5-HT) em NAS dentro do pinealdcito. Com a acdo constitutiva da ASMT, a NAS é entdo
convertida em melatonina e imediatamente liberado no liquido cefalorraquidiano e na corrente sanguinea.
Por meio do metabolismo de primeira passagem no figado, a melatonina é convertida em 6-

sulfatoximelatonina (aMT®6s), que € entdo excretada na urina (adaptado de TONON et al., 2021).

Em primatas, 80% do transcriptoma segue ritmos circadianos (MURE et al.,
2018). Os genes do reldgio, que atuam em todas as células, bem como a sintese noturna
de melatonina pela glandula pineal sdo os responsaveis pela marcacdo do tempo. Os
chamados “genes do relogio” formam uma al¢a de feedback negativo de transcrigao-
traducdo com duracdo de cerca de 24h (fig. 2). O heterodimero BMAL1:CLOCK liga o0s
elementos responsivos E-box do DNA e aumentam a transcri¢do de genes controlados
pelo reldgio, como algumas isoformas de PER, CRY, REV-ERB e ROR. Além de
atuarem no reparo a danos do DNA e fechamento do ciclo celular, dentre suas inUmeras
atividades reguladoras no citosol, as proteinas PER e CRY heterodimerizam-se no nucleo
para suprimir a atividade BMALL:CLOCK, inibindo sua prépria transcrigdo até que seus
niveis diminuam a medida que se degradam ao longo do tempo. Este ciclo também é
regulado por outras proteinas do relégio, além de seus respectivos papéis extranucleares,
RORa aumenta a transcrigdo ligando-se ao elemento responsivo de ROR (RRE) no
promotor de BMAL1, enquanto REV-ERBa a suprime (MASRI et al., 2018). Outros
produtos de genes controlados por reldgio que servem como reguladores circadianos
incluem DEC1 e DEC2, que além de outras func¢des no citosol, eles se ligam ao promotor
E-box e impedem sua propria transcricdo (SATO et al., 2016). De forma geral, as
proteinas do relogio central podem ser agrupadas como “membros positivos”, que
impulsionam o reldgio para frente (BMAL1, CLOCK, RORa), ou “membros negativos”
que se opdes a ele (PER1, PER2, PER3, CRY1, CRY2, REV-ERBa, DEC1, DEC2).
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Figura 2. Alca de retroalimentacdo dos genes do relogio central. BMAL1:CLOCK liga E-box
e aumenta a transcricdo de genes controlada por reldgio, incluindo transcrigdes de mRNA de PER, CRY,
REV-ERB e ROR. Além das acles extranucleares, PER:CRY suprime a atividade BMAL1:CLOCK,
inibindo sua propria transcrigdo. Este ciclo de ~24h é refor¢ado por outras proteinas do rel6gio; RORa
aumenta a transcricao ligando-se ao RRE no promotor BMALL, e 0 REV-ERBua. 0 suprime. As proteinas
DEC ligam-se a E-box e impedem a sua prdpria transcricdo. Verde = a¢do estimuladora; vermelho = acéo
inibitdria; linhas duplas = DNA,; linhas solidas = transcritos de mRNA. (adaptado de NELSON et al., 2022).

Melatonina: Uma Molécula Multifuncional

Por sua natureza anfifilica, a melatonina é capaz de atuar de maneira direta por
poder difundir-se entre os compartimentos celulares. A principal atuacdo da melatonina,
amplamente descrita, é a antioxidante. Dentre as mais diversas vias relatadas, algumas
principais ja conferem a ela a posicao de potente moduladora do estado redox celular: (a)
em altas concentracdes (escala de mM), a melatonina age como direta doadora de elétrons
(GALANO & REITER et al., 2018; MAHAL et al., 1999); (b) modula a atividade da
superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa redutase, além de
auxiliar na regeneracao enzimas antioxidantes pelos processos redox. (LUCHETTI et al.,
2010); (c) reduz o estresse oxidativo através da regulacdo da expressao génica da enzima
sintase de 0xido nitrico-sintase induzida (iNOS) (SHAFABAKHSH et al., 2019); (d) o
AFMK AMK  (N1-acetil-5-

metoxiquinuramina), metabdlitos provenientes da oxidagdo da melatonina, também

(N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina) e o

atuam como antioxidantes, sendo eles mais potentes que a propria (Hardeland et al.,
2003).
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Além dos efeitos diretos da molécula de melatonina, fun¢bes mediadas por
receptores sdo de alta relevancia em sua atuacéo (fig.3). Ela apresenta alta afinidade
(faixa de pM) pelos receptores acoplados a proteina G (GPCRs) MT1 e MT2,
inicialmente descritos na membrana plasmatica (REPPART et al., 1996; CECON et al.,
2018). Os receptores MT1 e MT2 humanos sdo compostos por 350 e 362 aminoécidos e
mostram uma homologia de sequéncia geral de 55% e 70% no dominio transmembrana
(OISHI & JOCKERS, 2016). Ambos receptores ja foram observados em diversas regides
do SNC (MAZZUCCHELLI et al., 1996; AL-GHOUL et al., 1998; SAVASKAN et al.,
2005; WU et al., 2013); além de tecidos periféricos como na retina, tecido adiposo branco
e marrom, células alfa e beta pancreéticas, testiculo, células da granulosa e miométrio,
medula 6ssea, dentre outros (CECON et al., 2018, GOLAN et al., 2019). Durante o
processo de envelhecimento e na doenca de Alzheimer, a expressdo do receptor MT1 no
nacleo supraquiasmatico (NSC) e cértex diminuem (PANDI-PERUMAL et al., 2008).
Na pele, os receptores MT2 estdo localizados dentro de melandcitos normais e malignos
e glandulas sudoriparas écrinas. Os receptores MT2 inibem as fungdes relacionadas ao
receptor GABA-A no hipocampo de ratos, e na doenca de Alzheimer a expressdo do
receptor MT2 é reduzida (DUBOCOVICH et al., 2003). Os receptores MT2 estdo
envolvidos na atividade antidepressiva, além de contribuirem para a fisiopatologia e
farmacologia dos distarbios do sono, ansiedade e dor (COMAI & GOBBI, 2014;
HARDELAND, 2012).

MT1 pode acoplar-se a proteina Gag, ativando a via da fosfolipase C (PLC), e
ambos os receptores MT1 e MT2 podem acoplar-se com a proteina Gai, inibindo a
sinalizacdo de AMP ciclico/proteina quinase A (BRYDON et al., 1999; OISHI et al.,
2018). A associacdo de MT1 e MT2 com outras proteinas G e moléculas sinalizadoras
como Barrestinas e MAP quinases também foi relatada (BRYDON et al., 1999; CECON
etal., 2018; KAMAL et al., 2015). Uma variedade de moléculas sao recrutadas, ativadas
ou induzidas em resposta a melatonina, incluindo diacilglicerol, fosfolipase C (PLC), os
segundos mensageiros inositol trifosfato, guanosina monofosfato ciclico (cGMP) e célcio
(Ca?"), além de quinases como PKA, PKC e a familia de MAP quinase (CECON et al.,
2018). A nivel transcricional, a sinalizacdo de melatonina comumente regula a
transcricdo de genes sob o controle do fator de transcricdo CREB e regula a transcrigcdo
de genes controlados por fatores de transcricdo induzidos por ERK. Vérias vias de
sinalizacdo adicionais foram relatadas para mediar os efeitos especificos da melatonina,

algumas delas ocorrendo apenas em tipos celulares especificos (como células imunes) ou
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em contexto especifico (cancer), que compreende o conceito de viés do sistema em
funcéo do receptor (CECON et al., 2018; SMITH et al., 2018).

A organizacao dos receptores de melatonina pode ser monomeérica, dimérica ou
oligomérica, podendo estar em conformacdo homo ou heterodimérica entre si, ou também
havendo heterodimerizagdo com o receptor 6rfdo acoplado a proteina G 50 (GPR50)
(LEVOYE et al., 2006). Em mamiferos, este receptor perdeu a capacidade de se ligar a
melatonina e seu ligante endégeno é desconhecido, de modo que 0 GPR50 faz parte do
grupo dos receptores-6rfaos (DUFOURNY et al., 2008; GAUTIER et al., 2018). O
dimero MT1/GPR50 forma um complexo incapaz de interagir com a melatonina e
desencadear as vias de transducdo subsequentes (LEVOYE et al., 2006 — fig. 3). Sendo
assim, este complexo promove um efeito modulatério negativo na atividade
melatonérgica. Além dos receptores de melatonina estarem presentes na membrana
plasmatica, nos Gltimos anos sdo crescentes 0s estudos a respeito de mecanismos
mediados por MT1 e MT2 na membrana das mitocondrias, dentre outas organelas. MT1
ja foi descrito na membrana mitocondrial externa, sendo capaz de inibir a producéo de
AMPc, que esta relacionado com a protecdo a lesdes isquémicas (WANG et al., 2009;
AHLUWALIA et al., 2018; SUOFU et al., 2017).

Além da ligagdo aos receptores MT1 e MT2, a melatonina também é capaz de se
ligar ao receptor enzimatico intracelular quinona redutase 2 (também chamado de MT3).
Essa enzima pertence a um grupo de redutases que participam da protecdo contra o
estresse oxidativo, prevenindo reacGes de transferéncia de elétrons de quinonas
(NOSJEAN et al., 2000; CECON et al., 2018). O receptor MT3 esta localizado no figado,
rim, coracdo, pulmao, intestino, masculo e tecido adiposo marrom. E uma enzima de
desintoxicacdo, havendo evidéncias de seu envolvimento na regulacdo da pressdo
intraocular (EKMEKCIOGLU, 2006). A melatonina também tem capacidade de se ligar
aos receptores de horménio nuclear oOrfao relacionado a retindides (RZR/RORa)
(BECKER-ANDRE et al., 1994). Efeitos imunomoduladores e anti tumorais do
hormdnio da pineal também dependem dessa sinalizagdo nuclear (GARCIA-MAURINO
et al., 1998; WIESENBERG et al., 1998).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021925820894113#!
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Figura 3. Sinalizagdo de homOmeros e heterdmeros do receptor de melatonina. A ativacdo da
melatonina dos homémeros MT1/MT1 desencadeia a sinalizagdo intracelular predominantemente através
davia Gi sobre a via Gg, enquanto os homémeros MT2/MT2 sinalizam exclusivamente através de proteinas
Gi. No heteromero MT1/MT2, a sinalizacdo da melatonina é direcionada para a ativagdo de Gq sobre Gi.
Ao dimerizar com GPR50, o receptor MT1 perde sua capacidade de se ligar & melatonina, desencadear a
sinalizagdo Gi e recrutar B-arrestina (B-ARR). MLT, melatonina. (Adaptado de CECON et al., 2018)

Na Saude e na Doenga: Melatonina e Sitema Imune

Por vérios anos ap6s sua descoberta, a melatonina foi considerada produzida
exclusivamente pela glandula pineal. Posteriormente, a presenca de enzimas de sintese
de melatonina foi descrita na retina e cerebelo de roedores pinealectomizados
(BUBENIK et al., 1974; CARDINALI & ROSNER, 1971). Desde ent&o, diversas fontes
extra pineal de melatonina foram descritas, dentre elas estdo o cérebro, a medula 0ssea,
figado, rim, baco, pancreas, tireoide, trato gastrointestinal, cristalino, epitélio das vias
aéreas, sistema reprodutivo, sistema imunoldgico e células endoteliais. (ACUNA-
CASTROVIEJO et al., 2014; MARKUS et al., 2018; GOLAN et al., 2019).
Interessantemente, a retirada da glandula pineal gera alteracdes em drgédos centrais na
regulacdo do sistema imune, como timo e glandula adrenal (VAUGHAN & REITER,
1971; CSABA & BARATH, 1975). Diversos estudos posteriores corroboraram o papel
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modulatério da melatonina sobre o sistema imunoldgico. No entanto, é relativamente
recente a caracterizacdo da via inversa, com a modulacgdo exercida pelo sistema imune
sobre a glandula pineal.

Nosso grupo de pesquisa tem se aprofundado no estudo das vias melatonérgicas
e sua interagdo com o sistema imune, 0 que permitiu a construgdo e consolidagéo do
conceito do Eixo Imune-Pineal, que consiste na mudanca transitéria na producdo de
melatonina da glandula pineal para células imunocompetentes/orgédo. A via principal que
foi cerne para a construcdo deste eixo é a via do fator nuclear kappa B (NFxB)
(MARKUS et al., 2007, 2013, 2018 MARKUS & FERREIRA, 2011). Essa comunicacdo
bidirecional, promove uma estrutura para a compreensdo do papel da melatonina na
montagem e resolucdo das respostas imunes (DE OLIVEIRA TATSCH-DIAS et al.,
2013; PONTES et al., 2006). Em linhas gerais, 0 aumento noturno da melatonina é
conhecido por diminuir a migracdo transendotelial de leucdcitos para o local injuriado,
uma das etapas centrais da imunidade inata (LOTUFO et al., 2001; MARCOLA et al.,
2013; TAMURA et al., 2010). Nos pinealécitos, os padroes moleculares associados a
patdgenos e perigo (PAMPs e DAMPs), ligam-se aos receptores de reconhecimento de
padrdes e promovem a translocacédo nuclear do fator de transcricdo NFkB (CARVALHO-
SOUSA et al., 2011; DA SILVEIRA CRUZ-MACHADO et al., 2010).0 NF«xB consiste
numa familia de proteinas que atuam como fatores de transcri¢do, sendo que dentre essas
proteinas, p50 e p52 ndo apresentam dominio de transativacdo (TAD), enquanto as
proteinas RelA, RelB e e cRel apresentam TAD (LAWRENCE & FONG, 2010). Tendo
em vista que apenas os dimeros que apresentam TAD sdo capazes de induzir a transcri¢cdo
génica, quando os dimeros de NFxB sdo translocados para o nlcleo e ligam-se a
elementos responsivos kB, de acordo com as subunidades que formam os dimeros NFkB,
0 mesmo sinal extracelular pode ativar ou inibir a sintese de melatonina ao interagir com
os elementos kB presentes na regido promotora e no primeiro intron do gene da SNAT,
enzima-chave para a sintese de melatonina (MARKUS et al., 2007, 2018; MUXEL et al.,
2012, 2016). Dessa forma,a via NFkB é diretamente responsavel pela alternancia
entre aproducdo pineal e extra-pineal de melatonina na presenca de um mesmo estimulo

patogénico ou inflamatorio.
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Melatonina e Cancer

Visto a quantidade de mecanismos nos quais a melatonina estd envolvida, a
atencdo para essa molécula no contexto tumoral vem aumentando exponencialmente,
tanto por seu aspecto cronobioldgico, como sendo um possivel adjuvante no tratamento
anti-cancer. Por exemplo, alteracdes nos padrdes de atividade do sono, supressédo da
producdo de melatonina e desregulacdo dos padrdes de expressao de genes relacionados
ao cancer estdo todos ligados a uma diminuic¢do nos niveis séricos de melatonina, que
pode ocorrer como resultado da idade, de diversas doencas ou exposi¢édo a luz artificial
durante a noite (BALL et al., 2016; BOJKOVA et al., 2018). Tanto que a exposicio a luz
constante mostrou encurtar o tempo de vida de ratos por desenvolvimento de sindrome
metabolica e tumorigénese espontanea, efeitos esses que foram prevenidos pela
administracdo de melatonina (ANISIMOV et al., 2012). Sendo assim, desde 2007 a
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC) classificou o trabalho noturno
envolvendo perturbacgdo circadiana no grupo 2A, como provavelmente cancerigeno para
humanos (Monografias IARC Vol 124, 2019).

Quando administrada em modelos in vitro e in vivo de cancer, a melatonina tem
demonstrado importantes efeitos antitumorais, dentre eles esta a modulagao de diferentes
metaloproteinases (MMPs) por mecanismos redox-dependentes que estdo envolvidas em
varios processos celulares como proliferacdo, angiogénese, apoptose, invasdo e metastase
(SWARNAKAR et al., 2011; HO et al., 2016). A nivel de microRNAs, a melatonina esta
envolvida na regulagdo dos mesmos (como miRNA3195 e miRNA374b) que resultam
em uma diminuicdo da capacidade angiogénica de células tumorais (SOHN et al., 2015).
Ainda, por meio da modulacdo da proteina quinase associada a Rho (ROCK-1) a
melatonina apresentou efeitos oncostaticos, anti metastaticos e antiangiogénicos (BORIN
et al., 2016). Essa indolamina também apresentou efeitos na reducdo de migracao e
invasédo de células tumorais mediadas por hipdxia em modelo de glioblastoma (ZHANG
etal., 2013). Além de todos supracitados, diversos outros processos em escala gendmica,
protebmica e metabolémica sdo influenciados por acdo da melatonina no contexto
tumoral (REITER et al., 2017; SU et al., 2017; SHAFABAKHSH et al., 2019).

Alguns estudos mostram a presenca dos receptores de melatonina e alguns tipos
de cancer, como no melanoma, cancer de mama, de ovério, e glioblastoma
(DANIELCZYK et al., 2009; JABLONSKA et al., 2014; KINKER et al., 2021; ZEMLA

et al., 2017). Estudos da acdo da melatonina via receptores no ambiente tumoral ainda



24

sdo0 escassos, dentre eles, um estudo descreveu o impacto preditivo e prognostico dos
receptores de membrana da melatonina, MT1 e MT2, no carcinoma de pulméo de células
ndo pequenas (CNPC) (JABLONSKA et al., 2019). Outro estudo relatou que por meio
de processos envolvendo o MT1 a melatonina limita a absorcao celular do acido linoleico,
um &cido graxo convertido intracelularmente em acido 13-hidroxioctadecadienoico (13-
HODE), impedindo a geracao de eventos intracelulares que culminam na proliferacéo de
células cancerigenas (HILL et al., 2011). Mais recentemente, nosso grupo de pesquisa
publicou um trabalho descrevendo a acdo do receptor MT1 como anti-proliferativo e
MT2 como pré-proliferativo em modelo de glioblastoma (KINKER et al., 2021).
Mesmo com uma larga lista de trabalhos promissores voltados para a pesquisa
basica, 0s ensaios clinicos no &mbito da melatonina e céncer ainda séo escassos.
Atualmente um total de 61 estudos com foco em melatonina e cancer estdo ativos no
portal ClinicalTrials.gov, sendo que desses apenas a metade esta concluida. Além disso,
visto a ampla gama de agdes induzidas pela melatonina, muitos dos trabalhos focam em
seus efeitos na melhora dos sintomas decorrentes da quimio/radioterapia do que
especificamente a acdo da dela como adjuvante efetivo no cancer. Dentre os resultados
encontrados, foi observada a atuagcdo da melatonina na melhora da qualidade de vida dos
pacientes, como no alivio da dor, regulacdo do sono, melhora de sintomas como astenia
e anorexia, além da reducdo do tempo e incidéncia de quadro de mucosite oral severa ou
ulcerativa. (GONZALEZ etal., 2019; LOZANO et al., 2021). Alguns ensaios individuais
mostram a acdo da melatonina como adjuvante que indicam um aumento significativo na
taxa de remissdo tumoral e sobrevida do paciente em carcinoma colorretal e
hepatocelular, cancer de pulméo e glioblastoma (LISSONI et al., 1996, 2003; YAN et
al., 2002; CEREA et al., 2003). Porém sdo dados ainda limitados, e estudos um pouco
mais recentes mostram inconsisténcias (BERK et al., 2007; SOOKPRASERT et al.,
2014). A disparidade entre o alto nimero de estudos basicos com resultados promissores
destacando o possivel papel da melatonina como droga anticancerigena de estudos in
vitro e in vivo, e 0 nimero extremamente baixo de ensaios clinicos para verificar seu
valor, deve nos dar uma pausa para pensar sobre suas causas. Talvez a construgéo da
referéncia da melatonina em muitos paises como um suplemento alimentar com
conotagdes ou associagdes ndo necessariamente clinicas tenha banalizado seu uso e,
assim, exercido uma influéncia negativa em sua consolida¢do para uso em tratamentos

de cancer. Impreterivelmente, existe uma clara necessidade de mais ensaios clinicos
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randomizados em larga escala e multicéntricos para uma aplicacéo efetiva e segura da
melatonina na clinica.

Desde poucos anos para ca mais um fator envolvendo o sistema melatonérgico e
0 contexto tumoral vem a chamado a atencdo: a possibilidade dos proprios tumores
produzirem melatonina localmente, atuando de forma autdcrina e paracrina no
microambiente tumoral. Visando essa temaética, estudos acerca da interacdo da
melatonina no contexto tumoral vém sendo desenvolvidos pelo nosso grupo, e
demonstramos desde 2016 que o grau de agressividade das linhagens de
gliomas/glioblastomas € inversamente proporcional & producao de melatonina em cultura
(KINKER et al., 2016). Além disso, através da avaliacdo in silica da expressao génica
das enzimas das vias de sintese (ASMT) e degradacdo (CYP1B1l) de melatonina,
propusemos 0 MEL-Index, que se demonstrou um fator preditivo da sobrevivéncia de
pacientes independente de sexo, idade ou classificacdo histologica (KINKER et al.,
2016). Com este indice foi possivel estimar qual tumor seria capaz de produzir mais ou
menos melatonina localmente, podendo essa modular o desenvolvimento tumoral de
acordo com o contexto que o ambiente tumoral proporciona. Posteriormente, esse indice
foi expandido para outros tipos tumorais, e complementado com os indices
ASMT:CYP1A1 e ASMT:CYP1A2, que englobam outras enzimas degradadoras de
melatonina abundantes fora do SNC. Desse modo, 0 MEL-Index (indice ASMT:CYP1B1)
também foi véalido para diversos tipos de tumores sélidos como carcinoma de células
claras do rim, adenocarcinoma de estdbmago, adenocarcinoma de colorretal e carcinoma
urotelial (LV et al., 2019). Ainda durante a pandemia mundial do virus SARS-Cov-2
(COVID19), nosso grupo de pesquisa expandiu a utilizacdo do Mel-index para avaliar a
capacidade do pulméo de produzir melatonina localmente, de modo que este pode ser
utilizado como um biomarcador da infeccdo em portadores assintomaticos e pré-
sintométicos (FERNANDES et al., 2021).
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Melatonina e Cancer de Bexiga

Tendo em vista 0 panorama das multiplas acGes da melatonina e sua forma de ser
sintetizada e degradada, e da possibilidade dos préprios tumores produzirem melatonina
localmente, percebemos uma grande pista em um tipo de tumor especifico: os tumores
de bexiga. Esse tipo tumoral, que apresentou correlacdo significativa entre o Mel-Index
e a dicotomizacdo progndstica dos casos (LV et al., 2019), possui a vantagem anatdmica
de ter sua via de excrecdo direta, fugindo dos mecanismos de segunda passagem
hepaticos. Isso significa que um estudo aprofundado da producao de melatonina local de
tumores uroteliais pode permitir o desenvolvimento de testes rapidos urinarios com a
concentracdo de melatonina (produgdo tumoral) versus a concentracdo de 6-
sulfatoximelatonina (producéo central ja metabolizada), podendo essa relacdo ser tanto
usada no auxilio ao diagndstico como na estimativa de progndstico como 0s que apontam
0s ensaios in silica.

O cancer de bexiga € a neoplasia maligna mais comum do trato urinario, esta entre
as dez neoplasias malignas mais comuns em todo o mundo, sendo o sexto mais frequente
no sexo masculino, com cerca de 549.000 novos casos diagnosticados por ano (BRAY et
al., 2018; FERLAY et al., 2019). No Brasil, s6 em 2019, esse tipo tumoral causou 4.517
mortes (INCA, 2019). Esse € o tipo de cancer que afeta as células uroteliais que revestem
o lumen da bexiga urinaria, e o carcinoma de células transicionais (CCT), também
denominado carcinoma urotelial, é o tipo mais frequente de cancer de bexiga com origem
nas células uroteliais. Tumores da bexiga, trato urinario superior (pelve renal e ureteres)
e uretra proximal sdo todos classificados como carcinoma urotelial. O cancer de bexiga
¢ composto por 75% de carcinoma urotelial puro e 25% de histologia "variante",
dificultando o tratamento (LOBO et al., 2019).

O cancer de bexiga pode ser classificado com base em caracteristicas
histomorfoldgicas definidas descritas pela Organizacdo Mundial da Saude, dividido em
doencga de alto grau e doenca de baixo grau. A profundidade da invasdo da parede da
bexiga determina o estagio do tumor. O cancer de bexiga ndo musculo-invasivo (NMIBC)
é definido como tumores isolados no urotélio (estagio Ta) e na Iamina propria (estagio
T1) e é tratado de forma diferente do cancer de bexiga musculo-invasivo (MIBC), que é
definido como tumores que invadem o masculo (estagio T2) ou além (estagios T3 e T4).
O carcinoma in situ (CIS) é um fendtipo distinto definido como uma lesdo plana nao

invasiva de alto grau com taxas particularmente altas de recorréncia e progressao (LENIS



27

et al., 2020). Como seus sintomas classicos séo principalmente a presenca de sangue na
urina, sintoma esse comum as diversas outras doencas do trato urinario, o diagnostico
precoce ¢ dificultado, de modo que a maioria dos carcinomas uroteliais é diagnosticado
principalmente ap0s atingir a camada muscular, uma fase entre 10-15% dos pacientes que
ja apresentam uma condi¢do metastatica. (MUSHTAQ, 2019; CHOI et al., 2014).

Trabalhos envonvendo melatonina ou o sistema melatonérgico com o cancer de
bexiga ainda sdo escacos. Dentre eles, Chen e colaboradores (2019) demonstraram em
um estudo in vivo que o tratamento com melatonina (100 mg/kg/dia) inibiu a proliferacéo,
migracdo e invasdo de células de cancer de bexiga via sinalizacdo de metaloproteinase
regulada por ZNF746/p-AKT (MMP-9/MMP-2). OQOutro trabalho mostra que
polimorfismos de nucleotideo unico no gene MNTR1A (que codifica o receptor do tipo
MT1) foram descobertos em um estudo clinico com uma amostra de pessoas saudaveis e
pessoas com carcinoma de células uroteliais. Esses polimorfismos ndo induzem aumento
das chances de uma pessoa saudavel desenvolver cancer de bexiga, mas estdo ligados a
um risco maior de desenvolver estagios mais avangados da doenca em pacientes que ja
possuem carcinoma urotelial (LIN et al., 2017).

Apesar do grande avango cientifico no estudo dos efeitos da melatonina no
ambiente tumoral, sua efetiva aplicacdo na clinica como adjuvante no tratamento de
pacientes oncoldgicos ainda € controversa, e nossa hipdtese de trabalho ¢ de que este
fendmeno também se deva a uma produgdo local de melatonina pelas células tumorais
que atuam na regulacdo do microambiente tumoral, mecanismo esse que até¢ entdo nao
havia sido considerado. Vemos agora a melatonina com uma visao inovadora, ndo como
horménio do escuro ou como adjuvante no tratamento do cancer, mas sim como uma
reguladora do ambiente tumoral. A relevancia deste trabalho, por um lado, é ampliar
nossos conhecimentos sobre a a¢ao da melatonina endégena agindo de maneira autocrina
na regulacdo dos processos fisiopatoldgicos locais. Por outro lado, o conhecimento
gerado sobre a agao da melatonina via receptores também permitird o desenvolvimento
de farmacos com a¢do mais refinada, de modo a minimizar os efeitos inespecificos e a
maximizar a eficacia do tratamento de acordo com as caracteristicas do sistema

melatonérgico de cada tipo de cancer.



28



29

Conclusao

“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo é sendo uma gota de agua no mar.
Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota”.

Madre Teresa de Calcuta
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CONCLUSOES

Apos a realizagdo deste trabalho, conclui-se que:

1.

ii.

1il.

1v.

Vi.

MEL-Index é aplicavel para as linhagens RT4 e 5637, sendo mais alto para a
primeira do que para a segunda. O MEL-Index ndo se aplica a linhagem de mais
alta agressividade (T24), ressaltando a interferéncia da heterogeneidade tumoral
em tumores mais agressivos.

Todas as linhagens de estudo apresentam expresséo génica e proteica das enzimas
da via de sintese e degradagdo de melatonina, além de producéo local dela em
escala capaz de ativar receptores proprios (pM).

A acdo da melatonina sobre as linhagens de carcinoma uroteliais avaliadas (RT4,
5637 e T24) esta vinculada a concentracdo aplicada e a capacidade das linhagens

receberem esta melatonina por receptores especificos.

a. Concentracdes na faixa de pM — Aumentam a viabilidade das linhagens
que apresentam receptores de melatonina (5637 e T24), e ndo causam
alteracdes na viabilidade da linhagem que apresenta baixa expressdo dos
receptores de melatonina (RT4).

b. Concentragdes na faixa de nM — Reduzem a viabilidade celular do
carcinoma de alta agressividade (T24), aumentam a viabilidade da
linhagem de média agressividade (5637) e ndo induzem alteracdes na
viabilidade da linhagem de baixa agressividade (RT4).

c. Concentracdes na faixa de mM — diminuem a viabilidade de todas as
linhagens, indiscriminadamente.

As linhagens de média e alta agressividade (5637 e T24) apresentam alta
expressao dos receptores de melatonina, com pontual destaque para o alto nimero
de células positivas e alta intensidade de fluorescéncia de MT1 para a linhagem
T24. Ja a linhagem de baixa agressividade (RT4), apresenta baixa expresséo dos
receptores de melatonina.

A ativagéo do receptor MT1 induz aumento da viabilidade celular das linhagens
gue apresentam alta expresséo deste subtipo de receptor (5637 e T24).

A distribuicdo dos receptores de melatonina é diferencial entre as linhagens 5637
e T24, com presenca de receptores de melatonina intracelulares em ambas e

expressdo de receptores de membrana na linhagem T24.
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Os resultados obtidos mostram a relevancia fisiopatoldgica do sistema
melatonérgico nos tumores de bexiga, e 0 quanto a dinamicidade desse sistema tem ainda
a ser elucidada. Fica ainda mais evidente que ndo ha uma translacao direta dos resultados
obtidos em sobre 0 MEL-Index em gliomas para o carcinoma urotelial, o que ndo descarta
a possibilidade de que esse indice possa servir de fator progndéstico de tempo de sobrevida
mais robusto para outros tipos tumorais. Um ponto interessante é que os dados funcionais
com drogas (viabilidade celular por MTT) indicam direcGes opostas entre as linhagens
quando tratadas com melatonina, ressaltando nesse tipo tumoral a importancia da
presenca dos receptores de melatonina mais do que a producéo local em si, porém que se
complementam quando vemos que essa producdo local estd em concentracfes
compativeis com a de ativacéo dos receptores.

Todas estas informacdes ddo arcabouco para investigar ainda mais a relacéo entre
0s receptores de melatonina e sua presenca nos diferentes compartimentos celulares dos
tumores uroteliais, visto que podem promover efeitos diferentes de acordo com o tipo de
receptor e a regido onde sdo mais abundantes. Em funcdo do panorama diferenciado do
sistema melatonérgico em cada linhagem celular caracterizado ao longo deste estudo,
percebe-se que o ponto alto deste trabalho é o fato dele ndo consistir na busca de um gene
ou biomarcador estatico que indique uma associagdo com processos pro ou antitumorais.
Ao avaliar de forma longitudinal o papel da melatonina enddgena e da melatonina
exogena, focando a ativacdo e a regulacdo dos receptores, verificamos que o estudo da
complexidade do sistema podera revelar novos alvos terapéuticos seletivos e sitios que
possam desencadear reducéo de efeitos colaterais.
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