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“Quem pensa por si mesmo é livre.”

(Renato Russo)



INTRODUCAO
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Introducéo

1 Melatonina

1.1 A produgdo ritmica de melatonina

A melatonina foi primeiramente isolada e identificada por Lerner el al. em 1958
(Lerner et al, 1958) e é conhecida como o principal hormonio secretado pela glandula
pineal.

Essa glandula é considerada um 6rgdo neuroenddcrino sendo regulada pelo
fotoperiodo ambiental. Estd localizada entre os dois hemisférios cerebrais, fora da
barreira hemato encefdlica, e no seu parénquima sao encontrados principalmente
pinealdcitos (Moller et al., 2002) que sdo neurdnios modificados e especializados na
producdo de melatonina.

A principal inervagdo da pineal que regula a sintese de melatonina é constituida
por fibras pds ganglionares simpaticas (Reuss, 1999; Kappers, 1960) que promovem a
liberacdo de noradrenalina (Drijfhout et al., 1996; Wurtman et al, 1967) durante a fase
de escuro e ativam receptores 1 e al adrenérgicos resultando na produgdo noturna
de melatonina.

A melatonina é sintetizada a partir do triptofano, proveniente da circulacado, que
é inicialmente convertido a 5-hidroxitriptofano (5-HTP) sob a acdo da triptofano
hidroxilase 1 (TPOH). Este é descarboxilado, através da enzima 5-HTP descarboxilase,
dando origem a serotonina. A serotonina pode ser acetilada pela acdo da enzima

arilalquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT) originando a N-acetilserotonina (NAS).
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Por fim, a NAS é metilada pela enzima acetilserotonina O-metiltransferase (ASMT),

formando a melatonina (MEL) (Simonneaux e Ribelayga, 2003) (Figura 1).

A enzima AA-NAT é considerada a enzima chave na producdo de melatonina e

apresenta tanto a forma total como a fosforilada, sendo essa utlima a forma ativa da

enzima. O processo de fosforilagdo ocorre quando a enzima se acopla e se estabiliza a

chaperona 14-3-3. A fosforilagdo do complexo se dd, entdo, por PKA (Klein, 2007;

Ganguly et. al., 2001).

( NA D
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.'."','.". 3 .'.'.')'F""‘ ..............
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Figura 1 — Produgao noturna de melatonina pela glandula pineal. Durante a fase de escuro, a
estimulagdo Bl-adrenérgica leva a ativacdo da subunidade a da proteina Gs, consequente
ativacdo de adenilil ciclase e PKA que fosforila CREB, promovendo sua dimeriza¢do e ligacao
com o cofator CBP. Esse complexo migra para o nucleo e promove a transcrigdo génica da
enzima AA-NAT. Essa enzima entao se liga a chpaerona 14-3-3, estabilizando-se. Com isso, a

produgdo de melatonina é iniciada.
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1.2 A produgdo extra pineal de melatonina

Outros estudos demonstram que a producdo de melatonina ocorre também em
diversos outros drgdos e tecidos de maneira ndo ritmica. Esta producdo extra pineal ja
foi constatada na medula dssea (Tanet al.,, 1999), trato gastrintestinal de ratos
(Bubenik et al., 1992), figado, rim e baco de roedores e primatas (Menendez-Pelaez et
al., 1993) e placenta humana (Lanoix et al.,2008).

Em células imunocompetentes, a producdao desse horménio foi verificada em
linfécitos humanos (Carrilo-Viccoet al., 2004), macréfagos da cavidade peritoneal
(Martins et al., 2004) e células do colostro humano (Pires-Lapa et al., 2013; Pontes et

al., 2006, 2007).

1.3 Receptores de Melatonina

A melatonina apds ser produzida é liberada e pode atuar em receptores
préprios. Em mamiferos, sao descritos dois subtipos de receptores, MT1 e MT2, sendo
o efeito classico observado em ambos receptores: uma sinalizacao através da proteina
G que ocasiona a diminuicdo dos niveis de monofosfato de adenosina ciclico (AMPc),
seguido por diminuicdo da atividade da proteina quinase dependente de AMPc (PKA) e
da fosforilacdo do fator de transcricdio CREB (do inglés, cAMP response element
binding) (Dubocovicht al., 2005).

Outro receptor para a melatonina que também pode ser encontrado nas células,
denominado MT3, foi identificado como sendo homélogo a enzima quinonaredutase 2
(QR2), uma enzima envolvida na protecdo contra o stress oxidativo nas células

(Nosjean et al., 2000).
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A melatonina pode, ainda, agir por acdo independente de receptores sendo um
importante sinalizador do escuro e sincronizador dos ritmos e das funcdes enddgenas

as variacGes ambientais (Reiter, 1993).

1.4 A melatonina e o sistema imunoldgico: O Eixo — Imune Pineal

A interacdo da producdo de melatonina com o sistema imunoldgico e o processo
inflamatdrio ganhou mais importancia a partir da década de 80.

A resposta inflamatdria é conceituada como a resposta do tecido vascularizado a
um agente injuriante, vista como um processo fisioldgico e protetor cujo objetivo final
é destruir, diluir ou eliminar o agente lesivo. Para que isso ocorra, uma série de
eventos sdo disparados e quando possivel ocorre a cicatrizagdo e reconstrucdo do
tecido lesado. As manifestac¢des clinicas da inflamagdo sdao conhecidas como os cinco
sinais cardinais. Sdo eles: a dor, o calor, o rubor, o tumor e a perda de funcao,
ondecada um deles se associa com uma alteracdo metabdlica do tecido lesado.

A montagem e resolucdo desse processo consiste em duas fases, sendo uma pré
e outra anti-inflamatdria, com eventos organizados na linha do tempo e integrados
entre os sistemas nervoso, endécrino e imune (Markus et al, 2007).

Na fase pro-inflamatéria o que vemos é um grande recrutamento celular que
ocorre quando as células do sistema fagocitico mononuclear sdo ativadas, sendo essas
células derivadas de células hematopoieticas da médula dssea. Os mondcitos,
precursores dos macréfagos, sao liberados na circulacdo e se alojam, por exemplo, no
baco que serve como um grande reservatério para células imaturas. Quando os
mondcitos migram para os locais de injuria, eles se diferenciam em macréfagos ou

células dendriticas (Janeway, 2001).
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Os macroéfagos, juntamente com os mondcitos e as células dendriticas, sao
considerados as células fagociticas profissionais devido a eficiéncia no processo de
fagocitose que as mesmas realizam. Essa maior eficiéncia se da gracas a expressao de
multiplos receptores de membrana que detectam sinais que, na maioria das vezes,
estdo ausentes em tecidos saudaveis (Mosser DM , Edwards JP, 2088).

Com isso, inicia-se a cascata de eventos da rea¢do da fase aguda. Ha secre¢do de
citocinas pro- inflamatdrias como interleucina-1 beta (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral (TNF) (Baumann e Gauldie, 1990). Essas moléculas agem
sobre células da matriz, principalmente fibroblastos e células endoteliais, o que causa
a liberagao de um segundo grupo de citocinas que incluem interleucina-6, interleucina-
8, proteinas inflamatdrias e quimiotdxicas. Todos esses fatores, juntamente com o
fator de crescimento, causam a atracao células para o foco inflamatério.

A orientacdo periférica dos leucdcitos da inicio ao processo denominado viagem
leucocitdria. Nesse processo ocorre marginalizacdo, rolagem e adesao dos leucdcitos
na camada endotelial antes de transmigrarem para o tecido. Esses eventos sdo
mediados por interacdo entre moléculas de adesdo expressas na membrana
plasmatica dos neutrofilos e das células endoteliais ativas (Bienvenu e Granger, 1993).
Essas células, por fim, secretam outras citocinas que retroalimentam o processo.
(Baumann e Gauldie, 1994)

Dados do nosso grupo demonstram que, assim como as células do sistema
imunoldégico, a glandula pineal também integra a resposta imune inata ja que é
equipada para reconhecer e responder a diferentes mediadores inflamatérios como o

lipopolissacarideo (LPS - componente da membrana de bactérias gram-negativas) e a
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citocina TNF pois expressa tanto receptores do tipo Toll Like (TRL) como receptores
para citonina TNF (TNFR1) (Carvalho-Souza et al., 2011; da Silveira Cruz-Machado et
al., 2010).

Essa maquinaria presente na glandula pineal se explica uma vez que nosso grupo
também reportou que a melatonina noturna circulante impede a adesao e rolamento
dos leucdcitos na camada endotelial (Lotufo el al., 2001) o que, consequentemente,
dificultaria a montagem da resposta inflamatéria visto a importancia do recrutamente
celular ja citado.

Sendo assim, na vigéncia de um processo inflamatério, a ativacdo de receptores
Toll-4 (TLR4) por LPS na glandula pineal induz a ativacdo do fator de transcricao
nuclear kappa B (NFKB) (Da Silveira Cruz-Machado et al., 2010).

O NFKB é formado por cinco proteinas diferentes: p105/p50, p100/p52, p65 (Rel-
A),Rel-B e c-Rel. Essas proteinas possuem um dominio REL homologo (RHD), o qual é
responsavel pela dimerizacdo e ligacdo ao DNA (Ghoshet al., 1998). Embora todas as
subunidades possuam o dominio RHD, somente a p65, Rel-B e c-Rel contém o dominio
de transativacdo (TAD) necessdrio para regulacdo positiva da expressdo génica
(Hayden&Ghosh, 2008). Acredita-se que os homo e heterodimeros formados por p50 e
p52 sdo repressores da transcricdo génica (a ndo ser na presenca de outros co-fatores)
e que os dimeros formados por pelo menos uma unidade que contenha a TAD ativem a
transcricdo génica (Zhong,2002; Baer et al., 1998).

A translocacdo nuclear de dimeros p50/p50 e p50/RelA de NFkB nesta glandula,
inibe a producdo de NAS bem como a induc¢do da transcricdo do gene da citocina TNF,

além de aumentar a expressao dos receptores TNFR1 (Carvalho-Souza et al., 2011; da
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Silveira Cruz-Machado et al., 2010). Esses eventos competem para a supressdo da
producao noturna de melatonina pela glandula pineal.

Além disso, nosso grupo também demonstrou que células mononucleares de
colostro ativadas por zimosan (componente da levedura Saccharomyces cerevisiae) e
macréfagos da linhagem RAW 264.7 ativados por LPS sdo capazes de produzir
melatonina pela ativacao do fator de transcricdo NFKB que induz a transcri¢ao do gene
da enzima AA-NAT (Pires-Lapa et al., 2013; Muxel et al., 2012).

A melatonina produzida nestas células age de maneira autécrina e paracrina
aumentando a expressdo do receptor Dectina-1 e, consequentemente, aumentando
também a fagocitose das particulas de zimosan (Pires-Lapa et al., 2013).

Com todos os dados apresentados, nosso grupo propos a teoria do Eixo Imune-
Pineal onde, em condicdes fisiolégicas, a producdo de melatonina noturna inibe a
migracao de leucdcitos na camada endotelial e em condi¢des pro- inflamatérias, a
producdo noturna de melatonina é suprimida pela presenca de agentes ou mediadores
inflamatdrios como o LPS e o TNF e a sua sintese local é induzida em células
imunocompetentes ativadas (Figura 2).

Ou seja, o que vemos é uma troca do local de producdo desse hormoénio, que
deixa de ter uma producao central e passa a ter uma producdo periférica e localizada.

Nota-se, por fim, que a via de sinaliza¢cdo do fator de transcricao NFKB é central
no contexto do Eixo Imune-Pineal, sendo responsavel pela supressdao da producdo de
melatonina pela pineal e, simultaneamente, pela inducdo desta producdo por
macrdéfagos no foco de lesao, realizando a alternancia entre as fontes de sintese pineal

e extra-pineal (Markus et al., 2013).
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Figura 2 - Teoria do Eixo Imune Pineal. Durante condicdes fisioldgicas, a glandula pineal
produz melatonina de forma ritmica durante a fase de escuro. Essa melatonina é liberada na
corrente sanguinea e age diminuindo o rolamento e a adesdo de leucdcitos. Em condi¢des pro
inflamatdrias, a produgao de melatonina pela glandula pineal é bloqueada e esse hormoénio
passa a ser produzido por células imunoldgicas ativadas. Numa fase de resolucdo, a
homeostase é reestabelecida (retirada de Markus e Ferreira, 2011).

2 O sistema purinérgico

A sinalizacdo purinérgica representa um papel importante na regulacdo de
processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos, sendo suas respostas funcionais reguladas por
uma serie de “cross-talks” de vias de segundos mensageiros. Assim, por exemplo,
alteracdes na expressao de éxido nitrico, citocinas ou NFKB mediadas por receptores
purinérgicos tém sido descritas (Franke e llles, 2006).

O ATP, uma das moléculas sinalizadoras do sistema purinérgico, pode ser

liberado, por exemplo, através de canais de conexina ou panexina, canais idnicos,
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apoptose e necrose celular e até mesmo pelo receptor P2X7 (Brandao-Burch et. al.,
2012).

Por causa desta liberacdo de ATP em tecidos danificados, as células imunes
reconhecem essa molécula como um sinal de perigo e isso provoca uma variedade de
respostas inflamatdrias (Di Virgilio, 2005).

Depois de liberado, O ATP, assim como outras méleculas, pode ser alvo de um
grupo de enzimas de metabolizagdo. Essas enzimas sao conhecidas como ectoenzimas
que agem hidrolisando nucleotideos multifosfatados, ou seja, convertendo o ATP em
ADP, AMP ou adenosina. Essa acdo é responsavel por finalizar a ativacao de receptores
P2 além de evocarem outras respostas devido a acdo em receptores seletivos de
adenosina, por exemplo. (Shirley et. al., 2009).

Essas enzimas sdo classificadas em duas familias, sendo elas: a familias das
ecto-nucleosideo-trifosfato-difosfohidrolases (E-NTPDasel,2,3,8) e a familia das
ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (E-NPP1,2,3). Também s3o conhecidas
as enzimas ecto-5'-nucleotidase e a fosfatase alcalina que ndo fazem parte das duas

familias citadas (Zimmermann et. al., 2012)

2.1 Os receptores purinérgicos

Existem duas grandes familias de receptores purinérgicos: receptores P1 (ou
receptores para adenosina) e receptores P2, que reconhecem principalmente ATP,
ADP, UTP e UDP. A familia de receptores P1 compreende quatro subtipos: Al, A2A,
A2B e A3, todos os quais acoplados a proteina G. Os receptores P2, por sua vez, sdo

subdivididos em duas grandes subfamilias: a de receptores que sdao canais idnicos
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(P2X) e os receptores com 7 dominios transmembranicos acoplados a proteina G (P2Y)
(Abbracchio et al., 2006).

Tabela 1 - Classificagao dos Receptores Purinérgicos

Receptor P1 Receptor P2
ATP
; ADP
Ll{g,jnteo Adenosina UuTP
endogen UDP
Dinucleotideos de adenosina
Subgrupo A P2X P2Y
Tipo de AC_OPIédOié = a Acoplados a proteina G:
g proteina G: Canal i6nico i, o G
i Gi, Gy Gi, Go .
: P2Y;, P2X,, P2Y,, P2Y,,
24, A2 o3 A8
SHEEPES | A\, 0k iindS e P2Y1, P2Y12, P2Y13, P2Y1s
Efetores IPs, Ca2*, AMPc | Ca2*> Na*>K* IPs, Ca2*, DAG, AMPc

Abreviaturas: ATP- adenosina 5'-trifosfato; ADP- adenosina 5'-difosfato; UTP- uridina-5'-
trifosfato; UDP- uridina-5'-difosfato; IP3- trifosfato de inositol; AMPc- adenosina monofosfato
ciclica; DAG- diacilglicerol

Os receptores P2Y apresentam 8 subtipos clonados e caracterizados
farmacologicamente (P2Y;, P2Y,, P2Y,;, P2Ye, P2Yy;, P2Yy,, P2Yy3, P2Yy). Estes
receptores quando estimulados ativam numerosas cascatas de sinalizacdo associadas
com varias enzimas como fosfolipase C (PLC), adeniliciclase, guanililciclase, proteinas
quinases, fosfodiesterases (Erbet al., 2006) e controle de canais i6nicos. Estas cascatas
de sinalizagdo intracelular regulam reacdes celulares como liberacdo de Ca?* do
reticulo endoplasmatico com subseqliente ativacdo de sensores intracelulares de Ca?*,
proliferacdo, diferenciacdo, morte celular programada, migracao celular etc. No

sistema nervoso central os receptores P2Y modulam a liberacdo de varios
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neurotransmissores como glutamato e GABA (North e Verkhratsky, 2006; llles e
Ribeiro, 2004).

Os receptores P2X medeiam a passagem n3o seletiva de cations (Ca%* >> Na* >
K*) através da membrana plasmatica, resultando numa despolarizacdo e aumento na
concentracdo intracelular de Ca?*. Estes receptores compreendem uma familia de,
pelo menos, sete proteinas (P2X1 — P2X7) encontradas em todo o organismo. Como
outros canais iGnicos, sdo oligoproteinas compostas de mais de uma subunidade por
receptor funcional (Figura 3).

Estudos biogquimicos mostraram que 11 diferentes tipos de receptor P2X podem
ser formados a partir da combinagdo de duas subunidades, a saber: P2X1, P2X2, P2X3,

P2X4,P2X5, P2X6, P2X7, P2X2/3, P2X4/6, P2X1/5, P2X2/6 (Pankratov et al., 2009).

1.5 O receptor P2X7

O receptor purinérgico P2X7 representa um subtipo bastante peculiar, uma vez
que s é ativado por altas concentracdes de ATP e pelo agonista seletivo BzATP e sua
ativacdo é seguida pelo aparecimento de um grande poro que permite a passagem de
moléculas até 900 Kd (Duan e Neary, 2006). Além disso, este receptor pode atuar
sinalizando outros componentes, como enzimas efetoras e proteinas quinases,
regulando a expressdo génica e efeitos de longa duracdo como crescimento celular,
proliferacdo e apoptose.

Desde a clonagem do receptor P2X7 em 1996, ele vem sendo apontado também
como um potencial e importante secundo estimulo para a ativacdo do receptor TLR4
dependente de IL-1B e IL-18. Dados da literatura mostram que ao primar os

macrdéfagos com LPS, ligante do TLR4 e componente da parede celular de bactérias
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gram negativas, ocorre um acumulo intracelular de pro IL-1B e pré IL-18. Em seguida,

ao estimular o receptor P2X7 ocorre uma ativacdo do inflamossoma e da caspase — 1

culminando na liberacdo de IL-1B ativo e IL-18, sendo as mesmas detectadas no meio

apo6s 20 — 30 minutos de estimulacdo do receptor purinérgico (Hanley et al., 2012). A

citocina IL-1B é um fator chave na defesa contra infecgdes primarias.
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Figura 3 - Esquema representativo da sinalizagdo purinérgica. (retirada Junger, 2011)

2.2 O sistema purinérgico e a melatonina

Nosso grupo demonstrou que o ATP, na glandula pineal, é co-liberado com

noradrenalina (Mortani-Barbosa et al., 2000) e liga-se a receptores P2Y; presentes na

glandula. A ativacdo destes receptores modulam de forma diferencial a via

biossintética da melatonina potenciando a produc¢do do precursor NAS e inibindo o

contetddo de melatonina induzida por ativacdo de adrenoceptores 1.
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O efeito potencializador observado na NAS é mediado pelo aumento da
concentrac3o intracelular de Ca?* em pinealdcitos (Ferreira e Markus 2001; Ferreira et
al.,, 2003). Ja o efeito inibitério visto na melatonina é mediado por uma supressdo
génica e proteica da enzima ASMT (Souza-Teodoro et al., 2016). Esse efeito dual do
ATP sobre a via biossintética da melatonina abre uma nova perspectiva dos mecanismo
envolvidos na regulagao do Eixo Imune Pineal.

Visto todos os fatos, esse trabalho visou investigar o efeito da estimulagdao com
ATP sobre a producdo de melatonina por macroéfagos da linhagem RAW 264.7. Os
resultados obtidos permitirdo avaliar a participacdo purinérgica do ponto de vista

periférico do Eixo Imune-Pineal.



OBJETIVOS
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Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o efeito do ATP sobre a produgado de
melatonina por macréfagos da linhagem RAW 264.7. Para isto, verificamos:
1. A produgdo de melatonina induzida pela estimulagdio com ATP em
macréfagos murinos da linhagem RAW 264.7.
2. O efeito do ATP sobre as enzimas AA-NAT e ASMT, enzimas chave na
producao da melatonina.
3. Qual receptor purinérgico estaria envolvido na producdo de melatonina.

4. O efeito do ATP sobre a atividade fagocitica dessas células.



MATERIAIS E METODOS
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Materiais e Métodos

Células murinas da linhagem RAW 264.7

Foram utilizadas células murinas da linhagem RAW 264.7 como modelo
experimental. Estas células sao macréfagos murinos que foram mantidos em cultura
em condi¢des constantes de 372 C, 5% CO2, em meio de cultura RPMI 1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% dos antibidticos penicilina e

estreptomicina.

Dosagem de Melatonina

Para a dosagem de melatonina, primeiramente macréfagos em cultura (2 x 10°
células/pocgo) foram estimulados com ATP (1 ou 3mM) por 1, 2 ou 3 horas. Tendo
obtido o tempo 6timo de estimulacdo, foi realizada uma curva dose resposta de ATP

(0,01 mM =3 mM).

Em outra série de experimentos, os macréfagos em cultura foram pré tratados
por 30 minutos com os antagonistas suramina (10°) e A438079 (10°) e entdo

estimulados com ATP (3mM).

As dosagens do hormonio foram realizadas através do kit comercial de ELISA

(IBL, Hamburg, Germany) conforme especificacées do fabricante.

Imunofiuorescéncia para detecgdo da enzima AA-NAT e ASMT

Para verificar a imunoreatividade da proteina AA-NAT na sua forma total,
células RAW 264.7 em cultura (10° células/pogo) foram estimuladas com ATP (1mM ou

3mM) por 5, 15, 30, 45, 60 e 120 minutos.
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Para verificar a imunorreatividade da forma forsforilada da enzima AA-NAT, as

células foram estimuladas com ATP (1ImM ou) por 5, 15, 30, 45, 60 e 120 minutos.

Em outra série de experimentos, a cultura de células foi pré tratada por 30
minutos com os antagonistas suramina (10°M) e A438079 (10°M) e depois

estimuladas com ATP (3mM).

Para verificar a imunoreatividade da proteina ASMT, as células em cultura (10°

células/poco) foram incubadas com ATP (ImM ou 3mM), por 1 ou 2 horas.

Apds os protocolos de estimulacdo, as células foram fixadas com
metanol:acetona (1:1, 15 min. -200C), permeabilizadas com saponina (1%, 10 min.,
temperatura ambiente) e incubadas com anticorpo de coelho anti-AA-NAT total, anti-
fosfo-AA-NAT ou anti-ASMT (1:200, overnight a 40C). Posteriormente, incubou-se com
o anticorpo secundario IgG anti-coelho conjugado ao isotiocianato de fluoresceina
(FITC) (1:200, 1h, temperatura ambiente, camara escura). Para a marca¢ao do nucleo

celular, usou-se DAPI (1:1000, 5 min, temperatura ambiente).

As laminas foram analisadas por microscopia de fluorescéncia no microscépio
Zeiss Axio Scope Al instrument (Zeiss Axio Vision 4.8 software,Berlin, Germany).
Imagens aleatérias foram obtidas de trés campos por poco, com parametros iguais
para todas as fotos. Para quantificar a intensidade da fluorescéncia relativa foi usado o

software Imagel.

Ensaio de Fagocitose

Para verificar a atividade fagocitica, as células da linhagem RAW 264.7 (2 x 106

células/poco) foram incubadas com ATP (1mM, 3h). Apds esse periodos, as células
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foram incubadas com particulas zimosan conjugadas com ao reagente fluorescente

FITC (6 x 10° particulas/poco, particulas conjugadas com FITC, 90 minutos).

Em outra série de experimentos, as células da linhagem RAW 264.7 (2 x 10°
células/poco) foram previamente tratados com o antagonista luzindol (1uM) por 30
minutos, depois estimuladas com ATP (1mM, 3h). Apds esse periodos, as células foram
incubadas com particulas zimosan conjugadas com ao reagente fluorescente FITC (6 x

106 particulas/poc¢o, particulas conjugadas com FITC, 90 minutos).

Apds o periodo de estimulacdo, os pocos foram lavados trés vezes com PBS, as
células foram retiradas dos pocos por raspagem e colocadas em tubo eppendorf,
sendo resuspensas em PBS e incubadas com PAF 4% (1h, 4C). Em seguida os tubos
foram centrifugados (10 minutos, 1500 rpm, 4C). As células foram resuspensas em PBS
(50uL) e levadas imediatamente para leitura no citometro de fluxo acoplado a
microscopio de fluorescéncia (Amnis, Millipore, Seattle, USA). Foi usado o laser 488

para excitacdo do fluoréforo no canal 2.

Andlise Estatistica

Os resultados foram analisados pelo teste “t” de Student quando apresentavam
somente dois grupos e por analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey
para andlise de trés grupos ou mais. As amostras foram consideradas

significantemente diferentes quando apresentaram p<0,05.



31

Drogas e Reagentes

- A438079 — Tocris Bioscience (Bristol, UK)

- Adenosina 5’-trifosfato (ATP) - Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA).

- Alcool etilico - Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

- Antibidticos estreptomicina e penicilina - Gibco BRL (Grand Island, NY, EUA).

- Anticorpo secunddrio anti-coelho conjugado ao fluoréforo FITC — Invitrogen

Life Technology (Carlsbad, USA).

- Anticorpos anti-AA-NAT, anti-fosfo-AA-NAT e anti-ASMT — Imuny (Campinas,

Sao Paulo, Brasil).

- DAPI - Santa Cruz Biotechnology (Dallas, Texas, USA)

- Kit de melatonina - IBL (Hamburg, Germany)

- Luzindol - Santa Cruz Biotechnologies (Dallas, Texas, USA)

- Meio de cultura RPMI — Invitrogen Life Technology (Carlsbad, USA)

- Particulas de zimosan conjudagas com FITC — Invitrogen Life Technology

(Carlsbad, USA).

- Soro Fetal Bovino - Gibco BRL (Grand Island, NY, EUA).

- Suramina — Bayer (Leverkusen, Germany)
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Resultados

1. Efeito da estimulag¢do purinérgica sobre a produgio de melatonina em macrdfagos

da linhagem RAW 264.7

Inicialmente foi realizada uma curva de tempo de produgdo de melatonina,
onde a cultura de macrdéfagos foi estimulada com ATP (1ImM ou 3mM) nos tempos de

1, 2 ou 3 horas.

Ao ser utilizar um 1mM de ATP foi detectada a producdo de melatonina em
altas concentragdes ja com 1 hora de estimulacdo, sendo seu pico de producdo

detectada apds 2 horas e mantendo-se nos mesmos niveis apds 3 horas (Figura 4A).

Ao ser utilizada a concentragdao de 3mM de ATP, foi observado que o pico de

producao de melatonina acontece logo em 1 hora, mantendo-se nas horas seguintes.

A partir deste dado, foi selecionado o periodo de 3 horas para realizar a curva
dose-resposta do ATP frente a producdao de melatonina. Com isso foi observado que a
producdo de melatonina ocorre de maneira dependente da dose apresentando uma

ICso de 630uM (95% IC: 375 — 1055uM) (Figura 4B).
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Figura 4 — Produg¢do de melatonina induzida por ATP em macréfagos da linhagem RAW
264.7. A) Decurso temporal. Células RAW 264.7 em cultura (2.10° células por poco) foram
estimuladas com ATP (1 mM) por 60, 120 e 180 minutos . B) Curva concentragdo-efeito de ATP
(0,01 — 3mM, 3h). O ensaio foi realizado com a incubacdo das células RAW 264.7 (2.10° células
por poco) na presenca de ATP nas concentragdes indicadas por trés horas. Os dados

representam a média £ e.p.m. de 3 a 5 pogos por ponto.

2. Efeito da estimulagdo purinérgica sobre as enzimas AA-NAT e ASMT em

macrofagos da linhagem RAW 264.7.

Apds verificar que a estimulagdo com ATP é capaz de induzir a producdo de
melatonina em macroéfagos da linhagem RAW 264.7, fomos investigar um possivel
mecanismo do ATP sobre a expressao das enzimas AA-NAT e ASMT, enzimas chaves na

via biossintética deste hormonio.

Na andlise da imunorreatividade da AA-NAT na sua forma total, observou-se
que o ATP modula sua expressdao de forma dependente do tempo e da dose. Na
presenca de 1mM de ATP nota-se um aumento apds 30 minutos de estimula¢do, com
um pico de expressdao aos 45 minutos seguido de uma posterior retorno aos valores

basais em 1 e 2 horas (Figura 5A).



35

Na presenca de 3mM de ATP foi observado uma antecipacdo deste fenomeno,
ou seja, 0 aumento na imunorreatividade da AA-NAT na sua forma total se deu logo
apos os primeiros 5 minutos de estimulagdo purinérgica. Esse aumento se manteve em

todos os pontos seguintes observados (Figura 5A).

O efeito tempo-dependente observado na imunorreatividade da enzima AA-
NAT na sua forma total apds estimulacdo com ATP também foi observado no estudo

da forma fosforilada desta enzima.

Na presenca de 1mM de ATP, apds 1 hora, evidenciou-se um aumento na
imunorreatividade da forma fosforilada da AA-NAT. Esse aumento foi seguido de um

retorno aos niveis basais apds 2 horas (Figura 5B).

Apds 1 hora de estimulacdo, ATP (3mM) levou ao mesmo aumento na
imunorreatividade da AA-NAT fosforilada observado na presenca de ATP (1mM)

(Figura 5C).

Apods verificar que a estimulacdo com ATP altera a imunorreatividade da enzima
AA-NAT, tanto na forma total como na forma fosforilada, fomos verificar se a molécula
ATP era também capaz de alterar a imunorreatividade da enzima ASMT, enzima esta

responsavel pela conversdo de NAS em melatonina.

Os resultados mostram que ha um aumento na imunorreatividade da enzima
ASMT na presenca de 1mM de ATP, apds 1 hora. Apds 2 horas, a imunorreatividade
desta enzima retorna aos niveis basais. Na presenca de 3mM de ATP, nenhum
aumento na imunorreatividade desta enzima foi detectado nos tempos observados

(Figura 5D).
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Figura 5 — Efeito da estimulacdo com ATP sobre as enzimas AA-NAT e ASMT. A) Decurso
temporal da imunorreatividade da enzima AA-NAT total. O ensaio foi realizado com a
incubacdo das células RAW 264.7 (1.10° células por po¢o) na presenca de ATP (1 ou 3mM). B)
Decurso temporal da imunorreatividade da forma fosforilada da enzima AA-NAT. O ensaio foi
realizado com a incubacdo das células (1.10° células por poco) com ATP (1Mm). C)
Imunorreatividade da enzima AA-NAT fosforilada. As células (1.10° células por poc¢o) foram
incbadas com ATP (1 ou 3Mm, 1h). D) Imunorreatividade da enzima ASMT. O ensaio foi
realizado com a incubac3o das células de linhagem (10° células por poco) estimuladas com ATP
(1 ou 3 mM, 60 OU 120 minutos)Em cada ponto, pelo menos 20 células de trés experimentos

distintos foram contadas. Os dados representam a média + e.p.m.
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Controle ATP (1mM, 5 min.) ATP (1mM, 15 min.) ATP (1mM, 30 min.)

AA-NAT total

ATP (1mM, 45 min.) ATP (1mM, 60 min.) ATP (1mM, 120 min.)

Controle ATP (3mM, 5 min.) ATP (3mM, 15 min.) ATP (3mM, 30 min.)

AA-NAT total

ATP (3mM, 45 min.) ATP (3mM, 60 min.) ATP (3mM, 120 min.)

Controle ATP (1mM, 1h.) ATP (3mM, 1h.)

Fosfo-AA-NAT
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Controle ATP (1mM, 1h.) ATP (1mM, 1h.)

Controle ATP (3mM, 1h.) ATP (3mM, 2h.)

Figura 6 — Imagem representativa do efeito da estimulagdo purinérgica sobre as enzimas AA-
NAT e ASMT. O ensaio foi realizado com a incubacdo das células RAW 264.7 (1.10° células por
poco) com ATP (1 ou 3mM). ). As imagens da fluorescéncia celular foram obtidas no

microscopio Zeiss Axio Scope Al instrument.

3. Estudos dos receptores P2 envolvidos na indug@o da produg@o de melatonina em

macrofagos da linhagem RAW 264.7.

Tendo em vistas a alta concentracdo de ATP envolvida na inducdo da producdo
de melatonina nestas células, foi utilizado inicialmente utilizado o antagonista
A438079, antagonista este seletivo para o receptor P2X7, pois esse receptor é o Unico
receptor purinérgico que também apresenta a caracteristica de so ser ativado frente a

altas concentracGes de ATP.
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Os resultados mostram que o contelddo de melatonina estd diminuido na
cultura de macrdéfagos que foi previamente incubada com A438079 em relacdo a

cultura que foi incubada somente com ATP (3mM) (Figura 7A).

Afim de continuar o estudo em relacdo a modulacdo da via biossintetica de
melatonina, foi utilizado novamente o antagonista A438079 para verificar se ocorreria
o bloqueio também da expressdo da enzima AA-NAT na sua forma fosforilada. As
células foram pré tratadas por 30 minutos com o antagonista e posteriormente

desafiadas com ATP (3mM, 1h).

A andlise da intensidade de fluorescéncia realizada através do Programa Image
J demonstra que na presenca do antagonista A438079 ocorre o bloqueio do aumento
da imunorreatividade da forma fosforilada da enzima AA-NAT induzida por ATP (3mM)

apds uma hora (Figura 7B)

A partir desta andlise, sugerimos que a producao de melatonina seja induzida
pela ativacao do receptor P2X7 porém, afim de verificar se algum outro receptor P2
seria capaz de modular o processo de producao de melatonina foi utilizado um
segundo antagonista, a suramina, sendo este um antagonista inespecifico de

receptores P2.

Na presenca de suramina, notamos um aumento ainda maior no conteudo de
melatonina frente as células que foram tratadas somente com ATP (3mM). O mesmo
aumento foi observado em relacdo a imunorreatividade da enzima AA-NAT na sua

forma fosforilada (Figura 7C e 7D).
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0 A438079 (10, 30min) e depois estimuladas com ATP (3mM, 1 ou 2h). Os dados representam
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de linhagem (10° células por poco) estimuladas com ATP (3 mM, 1 h) na presenca ou na
auséncia prévia do A438079 (10°). Em cada ponto, pelo menos 20 células de trés
experimentos distintos foram contadas. Os dados representam a média + e.p.m. C) As células
foram previamente incubadas com suramina (10°, 30min) e depois estimuladas com ATP
(3mM, 3h). Os dados representam a média + e.p.m. de 2 pogos por ponto. D) O ensaio foi
realizado com a incubac3do das células de linhagem (10° células por poco) com ATP (3 mM, 1 h)
ha presenca ou ha auséncia prévia do antagonista suramina (10). Em cada ponto, pelo menos

20 células de trés experimentos distintos foram contadas. Os dados representam a média +

e.p.m.
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Controle ATP (3mM, 1h.)

Fosfo-AA-NAT

A438079 (10 )+ ATP (3mM, 1h.) suramina 10° + ATP (3mM, 1h.)

Figura 8 — Imagem representativa do efeito da estimulagao purinérgica na auséncia ou na
presenca de bloqueadores de receptores purinégicos sobre a expressao da enzima fosfo—AA-
NAT em cultura de células RAW 264.7. Os antagonistas suramina (10°) ou A438079 (10°)
foram previamente incubados por 30 minutos e a seguir as células foram estimuladas por ATP
(3mM, 1 h). As imagens da fluorescéncia celular foram obtidas no microscépio Zeiss Axio Scope

Al instrument.

4. Efeito da estimulagdo purinérgica sobre a atividade fagocitica de macrofagos da
linhagem RAW 264.7

Depois de verificar que o ATP é capaz de aumentar tanto a expressao da enzima
AA-NAT como ASMT e com isso induzir a producao de melatonina, fomos verificar se a
melatonina produzida pela estimulacdo com ATP era capaz de induzir o aumento da
fagocitose como visto anteriormente pelo nosso grupo frente ao estimulo com LPS ou
zimosan (Muxel et al., 2012 e Pires-Lapa et al., 2013). Para isso, macréfagos da
linhagem RAW 264.7 foram pré tratadas com luzindol (1uM, 30min) e depois com ATP
(1mM, 3h). A seguir, foram estimulados com particulas de zimosan fluorescentes por

90 minutos. Apds esse periodo, as células foram levadas ao citometro de fluxo Amnis
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onde 12 mil células foram contadas e a fluorescéncia verificada através da excitacdo da

mesma pela laser 488 (Figuras 9).

Ao incubar os macréfagos da linhagem RAW 264.7 com ATP (1ImM, 3 horas), foi
observado que o numero de células que fagocitam 2 ou mais particulas de zimosan

aumenta depois de 90 minutos de incubagao com as particulas (Figura 10A).

Quando essas mesmas células sdo pré tratadas com luzindol (1uM, 30 min) e
desafiadas com ATP (1mM, 3h) e depois por 90 minutos com particulas de zimosan, o
gue vemos é que o aumento induzido por ATP no niumero de células que fagocitam

duas ou mais particulas de zimosan é bloqueado (Figura 10B).
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Figura 9 — Parametros utilizados para selecionar as células positivas para a fagocitose de
zimosan. Na figura A verificamos a auto fluorescéncia da célula no canal 2. Na figura B
verificamos a fluorescéncia devido a fagocitose de zimosan. As células presentes na regidao R2

foram escolhidas para anadlise por apresentarem mais fluorescéncia, o que indica a fagocitose

de duas ou mais particulas. Essas células foram consideradas positivas para fagocitose.
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Figura 10 — Efeito do ATP e do luzindol sobre a fagocitose de particulas de zimosan. A)
Células da linhagem RAW 264.7 foram incubadas com ATP (1mM, 3h) e depois estimuladas
com particulas de zimosan (6x 10° particulas por po¢o, 90min). B) Macréfagos da linhagem
RAW 264.7 foram pré incubados com luzindol (1uM, 30min), depois desafiados com ATP
(ImM, 3h) e posteriormente estimulados com particulas de zimosan (6x 10° particulas por
poco, 90min). A fluorescéncia foi excitada pelo laser 488 e verificada no canal 2 do citometro
de fluxo acoplado a microscépio de fluorescéncia (Amnis, Seattle, USA). Trés experimentos
distintos foram realizados onde, pelo menos, duas amostras foram lidas a cada experimento.
Por amostra, 12 mil células foram lidas. Os dados representam a média = e.p.m. C) Imagem

representativa da fagocitose.
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Discussao

A inflamagdo é um processo fisiolégico que esta envolvido em vdrias doencas e
¢ um grande alvo no desenvolvimento de novas terapias. A resposta inflamatéria
cldssica comega com o reconhecimento de patégenos ou de dano através dos
chamados PAMPs (padrdo molecular associado a patégeno) e DAMPs,
respectivamente (padrdao molecular associado a dano) (Adamson E Leitinger, 2014).
Esses sinais de perigo induzem a expressdo de genes e citocinas que desencadeiam a

montagem da fase pré inflamatdria da resposta.

O ATP, em condicoes de higidez, se encontra em altas concentracbes dentro
das células mas em baixas ou quase nulas concentracdes no meio extracelular, sendo
gue a presenca desta molécula em concentracdes altas no meio extracelular é uma
forte mensagem de perigo e iniciadora da resposta inflamatdria (Di Virgilio, 2003).
Logo, o ATP extracelular é um importante DAMP para o sistema imunoldgico, sendo
capaz de ativar respostas associadas a inflamacdo, como a ativacdo do inflamassoma
(Gombault et al., 2013), translocacdo de NF-kB (Ferrari et al., 1997; Liu et al., 2011), e 0

aumento do infiltrado celular (Corriden et al., 2012).

Em relacdo a melatonina, dados da literatura mostram que a presenca deste
hormonio no local da injuria, entre outras coisas, reduz o estresse oxidativo (Tamura et
al., 2006; Beni et al., 2003;) diminui a expressdo de NO e iNos (Gilad et al., 1998) e em
linfécitos e mondcitos humanos aumenta a producdo de IL-2 e IL-6 (Garcia-Maurino et

al., 2000).



46

Por isso esse trabalho teve como principal objetivo investigar se a estimulacao
com ATP era capaz de induzir a producdo de melatonina em macréfagos da linhagem

RAW 264.7.

Para isso, foi realizada uma curva dose-resposta de ATP afim de verificar a
producao de melatonina. Observou-se que somente as concentracdes de 1ImM e 3mM
de ATP sdo capazes de induzir a producdo deste horménio e, na presenca da

concentracdo mais alta, o pico de producdo deste hormonio ocorre mais rapidamente.

Em relacdo a enzima AA-NAT, o ATP nas concentracdes de 1 e 3mM, é capaz de
induzir um aumento em sua imunorreatividade tanto em sua forma total como em sua
forma fosforilada, sendo que a concentracdo de 3mM induz o aumento da AA-NAT
total de forma mais rapida. Em células RAW 264.7, a ativacdo dessa enzima foi
demonstrada por PAMPs, como LPS (Muxel et al., 2012) sendo um diferencial neste

trabalho a ativacdo desta enzima por um sinalizador enddgeno.

Classicamente, o receptor P2X7 distingue-se dos demais receptores
purinérgicos por ser o Unico que demanda concentra¢des superiores a 300uM para ser
ativado (Khkakh et al., 2001; Donnelly-Roberts e Jarvis 2007, Donnelly-Roberts et al.,
2009), enquanto os demais receptores P2 sdo ativados com concentragdes inferiores a
100uM de ATP (Khakh et al., 2001). Com isso, esses foram os primeiros indicios de que
a producdo de melatonina seria dependente da ativacdo do receptor P2X7, visto que
sé altas concentracdes de ATP foram capazes de modular a via biossintetica deste

hormonio.
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O adiantamento da sintese de melatonina e da expressdo da enzima AA-NAT na
sua forma total mediados por concentragdes ainda mais elevadas de ATP (3mM)
também sugerem a participacdo desse receptor. Dados da literatura apontam que
mediante um estimulo mais potente e/ou prolongado, a resposta dependente de P2X7
é acentuada (Browne et al., 2010; Young, 2010), e que permite, além da passagem de
ions, o tréfego de moléculas de alto peso molecular (Sperlagh et al., 2006; Burnstock,

2007).

Para verificar se a hipdtese da ativagdo do receptor P2X7, e consequentemente
a producao de melatonina, era verdadeira, foi utilizado o antagonista especifico
A438079, com o qual demonstramos que tanto a melatonina induzida por ATP como o
aumento na imunorreatividade da enzima AA-NAT na forma forforilada sdo

dependentes da ativacao do receptor P2X7.

Apesar de ser um receptor inotrépico, a sinalizacdo do receptor P2X7 pode
ocorrer por multiplas vias, inclusive ativando PKC, o que é comumente atrelado a vias
metabotrdpicas (Bradford e Soltoff, 2002; Wiley et al., 2011). Dados da literatura
mostram também que os efeitos observados pela ativagcao dos receptores P2X podem
ser modulados pela ativacdo de receptores P2Y e vice-versa. Esse mecanismo ja foi
demostrado em relacdo a liberacdo de glicose por células HIT-T15 (Lee et al., 2088) e

na liberacdo de noradrenalina em ducto deferente de ratos (Queiros et al., 2003).

Com isso, e afim de verificar se outros receptores P2 poderiam estar
modulando a sinalizacdo observada nas células RAW 264.7 em relacdo a sintese de

melatonina dependente do receptor P2X7, foi utilizado o anatagonista suramina,
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classico bloqueador inespecifico de receptores P2 (Abbracchio et al., 2006; Khakh et

al., 2001;).

O pré tratamento dos macréfagos RAW 264.7 com suramina levou a um
aumento ainda maior na producdo de melatonina do que o verificado somente com
ATP. O mesmo resultado foi verificado para a expressao da enzima AA-NAT fosforilada:
o bloqueio inespecifico de receptores P2 com suramina aumentou ainda mais a
imunorreatividade desta enzima frente as células que foram tratadas somente com

ATP.

Uma hipdtese é que esse efeito inibitdério seria gerado a partir da ativacao dos
receptores P2Y;3, P2Y1; ou P2Y;3 visto que esses sao os Unicos receptores P2 acoplados

a proteina G; e agiria como uma alga de feedback negativa e autdcrina nessas células.

Ou seja, quando as concentra¢des de ATP diminuissem sinalizando o fim da
resposta inflamatdria, esse outro recceptor seria ativado inibindo a acao do P2X7. Com

isso, teriamos a inibicdo da producdo de melatonina e o “desligamento” desta célula.

Frente a esses resultados, podemos hipotetizar que em macréfagos da
linhagem RAW 264.7, o receptor P2X7 exerce um efeito positivo na via biossintética da
melatonina, enquanto outro receptor purinérgico estaria exercendo um papel negativo
sobre a mesma via. Efeitos duais da estimulagdo purinérgica sdao descritos pela
literatura. Por exemplo, a liberacdo de TNF induzido por LPS em astrdticos é
aumentada mediante baixas concentracdes de ATP, enquanto é diminuida quando

mediante estimulo com um 1mM dessa purina (Kucher and Neary, 2005).



49

A partir destes dados, concluimos que a producdo de melatonina em
macrofagos da linhagem RAW 264.7 é induzida pela ativacdo do receptor P2X7, que

modula a expressao das enzimas AA-NAT e ASMT na produgao deste hormonio .

Dentre os receptores P2X, o receptor P2X7 é o predominantemente expresso
nas células imunes porém a acdo deste receptor na resposta imunoldgica é

controversa.

Ja foi demostrado que na tuberculose a ativacdo deste receptor leva a
formacdo de macrdéfagos gigantes multinucleados sendo este um passo importante
para o controle da doenca (Falzoni el al., 2005), que a ativacdo deste receptor é
importante também na eliminacdo de patégenos intracelulares (Coutinho-Silva, 2012)
e até mesmo em pacientes com cancer de mama pois pacientes que apresentam
mutagdo para o gene do P2X7 apresentam maior risco de progressdo e metastase da

doenca (Ghiringhelli el al., 2009).

Por outro lado, a participacdo do receptor P2X7 na polarizagao de células T
efetoras realizada por células dendriticas contribui para a indu¢dao e manutencao da
inflamacgao cronica, sensibilizacdo em doencas alérgicas como a asma e até mesmo

rejeicdo a transplantes (Muller, 2001).

Podemos concluir também que, apesar da diferenga observada na modulagao
da enzima AA-NAT total e ASMT dependente da dose de ATP, sugerimos que essas
diferencas ndo influenciam na produc¢do de melatonina apds um longo periodo pois a
guantidade deste hormoénio produzida ao fim de trés horas é igual para as duas

concentragoes (1 e 3mM).
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Neste trabalho a enzima AA-NAT na sua forma fosforilada parece ser a enzima
limitante da via biossintetica, diferentemente da glandula pineal onde o ATP modula
tanto a expressao génica como proteica na enzima ASMT e ela passa a ser a enzima
limitante na producdo de melatonina frente a este estimulo (Souza-Teodor et al.,

2016).

A partir do momento que essa melatonina estd sendo produzida, fomos
investigar um possivel papel fisiolégico para esse hormonio. Dados anteriores do nosso
grupo mostram que macréfagos da linhagem RAW 264.7 fagocitam mais quando na
presenca de melatonina (Muxel et al., 2012; Pires-Lapa et al., 2013). Para testar se isso
aconteceria também na presenca de ATP, as células foram incubadas com essa

molecula e a fagocitose foi aumentada.

Na presenga de ATP, o numero de células que fagocitam particulas de zimosan
aumenta, mostrando uma eficiéncia maior nesse processo. Para testar se esse feito era
mediado pela melatonina produzida, as células foram pré tratadas com luzindol,
antagonistas dos receptores MT1 e MT2, e depois estimuladas com ATP. Observamos
gue o aumento induzido por ATP no nimero de células que fagocitam é bloqueado na
presenca do luzindol. Esses dados confirmam que a melatonina produzida age de
maneira autocrina e paracrina nessas células sinalizando para uma melhor resposta

frente ao agente agressor.

Interessantemente, a fagocitose de particulas ndo opsonizadas, como as
bactérias Escherichia coli e Staphylococcus aureus, por células monociticas é mediada

pelo receptor P2X7 (Gu et al., 2010).
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De acordo com os resultados inéditos obtidos, podemos sugerir que a ativacdo
do receptor P2X7 em macréfagos da linhagem RAW 264.7 apresenta um papel
importante na montagem da resposta inflamatdria, uma vez que a sua ativacdo

culmina na produgdo de melatonina, o que promove maior eficiéncia na fagocitose.

Corroboramos com os dados literatura que mostram que o ATP age como um
importante sinal de perigo, levando a célula mais rapidamente a um estado ativado.
Deste modo, este trabalho abre novas perspectivas sobre os mecanismos envolvidos
na ativacdo e modulagdo da resposta inflamatdria pois mostramos, pela primeira vez,

gue um sinal enddgeno sozinho é capaz de ativar o Eixo Imune — Pineal.



CONCLUSOES
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Conclusdes

1. Em altas concentragdes (1 ou 3mM), o ATP é capaz de induzir a produc¢do de

melatonina;

2. OATP 1 e 3mM é capaz de induzir o aumento na forma total da enzima AA-

NAT;

3. O ATP 1 e 3mM ¢é capaz de induzir o aumento na imunorreatividade da

forma fosforilada da enzima AA-NAT;

4. O ATP 1mM é capaz de aumentar a imunorreatividade da enzima ASMT;

5. O antagonista especifico P2X7, A438079, é capaz de inibir o aumento
induzido pelo ATP tanto na imunorreatividade da fosfo-AA-NAT como no

contetdo de melatonina;

6. A incubagdo previa com suramina aumenta ainda mais a imunorreatividade

da enzima fosfo-AA-NAT e do contelddo de melatonina induzidos por ATP;

7. O ATP é capaz de aumentar o numero de macréfagos que fagocitam

zimosan;

8. O uso prévio do luzindol inibe o efeito do ATP em aumentar nimero de

células que fagocitam zimosan ;

9. O ATP é capaz de ativar o Eixo-Imune pineal do ponto de vista das células

imunocompetentes.
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Resumo

A melatonina é um hormonio produzido de forma ritmica e no periodo de escuro pela
glandula pineal bem como de forma nao ritmica por diversos tecidos e células imunocompetentes.
E sintetizada pela acetilagdo e metilacdo da serotonina pela a¢do das enzimas arilalquilamina N-
acetiltransferase (AA-NAT) e acetilserotonina -O-metiltransferase (ASMT) que levam a formacao
de N-acetilserotonina (NAS) e melatonina (MEL), respectivamente. Nos ultimos anos temos
demonstrado que sintese de melatonina pela pineal pode ser negativamente modulada por
mediadores inflamatdrios e pelo ATP que atua como co-transmissor juntamente com a
noradrenalina liberada no terminal nervoso simpatico que a inerva. Perifericamente, contudo,
estes mediadores inflamatdrios apresentam um efeito contrario induzindo a producdo de
melatonina em células imunocompetentes. Estas observacoes levaram a criacdo da hipdtese de
um eixo imune-pineal. Esse trabalho teve como objetivo verificar o efeito do ATP sobre producao
de melatonina em macrdéfagos da linhagem RAW 264.7 Os dados desse trabalho mostram que o
ATP é capaz de induzir de maneira dose dependente a producdo de melatonina em macréfagos
através da modulacdo das enzimas AA-NAT e ASMT. Foi demostrado também que esse efeito é
mediado pelo receptor P2X7 e que a melatonina produzida age autocrina e paracrinamente
aumentando a fagocitose de particulas de zimosan. Com isso, podemos concluir que o ATP é um

ativador enddgeno do eixo imune-pineal.
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Abstract

During the dark phase, melatonin is produced rhythmically by the pineal gland. Besides, a
non rhythmical production is observed in several tissues and immunocompetent cells. In both
scenarios, melatonin biosynthetic pathway is dependent on serotonina methylation by the action
of arylalkylamine N-acetyltransferase (AA-NAT), leading to the formation of N-acetylserotonin
(NAS), which will be a further target for acetylserotonin O-methyltransferase (ASMT), the last step
in melatonin synthesis. In the last years, we have demonstrated that melatonin synthesis by the
pineal gland may be negatively modulated by inflammatory mediators such as adenosine
triphosphate (ATP), which also acts as co-transmitter released along with noradrenalin by the
sympathetic nerve terminals. However, these inflammatory stimuli have the opposite effect
inducing melatonin production in immunocompetent cells. These observations led us to the
hypothesis of an immune-pineal axis. Therefore, this study aimed to investigate if the ATP was
able to induce melatonin production in RAW 264.7 macrophages. ELISA assays demonstrate that
high doses of ATP induce melatonin synthes. Accordingly, ATP is able to induce an increase in the
expression of AA-NAT as well as the ASMT. Herein, we also demonstrated that this effect is
mediated by P2X7 receptor, and melatonin-ATP induced acted as an autocrine and paracrine
message that increases the phagocytosis of zymosan particles. Therefore, we conclude that ATP is

an endogenous activator of the RAW 264.7,



