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Introducao



I. INTRODUCAO

Glandula Pineal e Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um hormoénio produzido
pela glandula pineal sob a influéncia do relégio biologico central localizado
nos nucleos supraquiasmaticos do hipotalamo (NSQ). Através de uma
comunicacao direta com a retina os NSQ regulam a producao de melatonina
na glandula pineal frente as variacoes ritmicas do fotoperiodo, permitindo
que este hormodnio seja produzido e liberado apenas na fase de escuro
ambiental (revisto por Simmoneaux e Ribelayga, 2003).

A presenca do fotopigmento melanopsina em células ganglionares
retinianas permite a percepcao do sinal luminoso, que é convertido em sinal
elétrico e, via trato retino-hipotalamico, sincronizacdo do relégio biolégico
central (Provencio et al., 2000). Durante a fase de claro ambiental, sinais
inibitorios = GABAérgicos provenientes dos NSQs para o nucleo
paraventricular (PVN) induzem a inibicdo da via neural que se segue até a
glandula pineal (Kalsbeek et al., 2000, 2006). No inicio e durante a fase de
escuro, os NSQs sinalizam ao PVN via estimulacdao glutamatérgica,
permitindo a subsequente ativacdo da via multi-sinaptica via coluna
intermédio-lateral da medula espinhal, de onde fibras pods-ganglionares
projetam aferéncias simpaticas diretamente a glandula pineal (Teclemariam-

Mesbah et al., 1999) liberando noradrenalina (Wurtman et al., 1967,




Drijthout et al., 1996) e o co-transmissor purinérgico ATP (Mortani-Barbosa
et al., 2000).

A glandula pineal € um orgao neuroendocrino unico localizado no
plano mediano entre as comissuras habenular e posterior em praticamente
todos os mamiferos (revisto por Simonneaux e Ribelayga, 2003). No entanto,
em roedores a pineal migrou no sentido dorso-caudal e esta conectada ao
sistema nervoso central por uma haste denominada pineal stalk, ou
pedunculo pineal, por onde a glandula recebe a inervacao e a vascularizacao
(Mgller e Baeres, 2002; revisto por Simonneaux e Ribelayga, 2003).

Estudos demonstram que as caracteristicas celulares da glandula
pineal de humanos e roedores sao semelhantes. As células produtoras de
melatonina, os pinealocitos, compdem aproximadamente 80-90% da
quantidade total de células da glandula e estdo dispersas ao longo do
parénquima da pineal em proximidade aos vasos sanguineos (Karasek e
Reiter, 1992). Células intersticiais também sao encontradas no parénquima
da glandula pineal em contato préoximo aos pinealocitos. As principais
células intersticiais presentes na pineal sdo: astrécitos, fibras nervosas,
células endoteliais e células da microglia. Em nossa experiéncia, na glandula
pineal de ratos, microglia e astrocitos sao facilmente identificadas em
ensaios de imunohistoquimica para marcacao de ED-1 (CD68) ou GFAP,
respectivamente (Da Silveira Cruz-Machado et al., 2012), enquanto os
pinealocitos podem ser identificados adequadamente quando isolados em
cultura (Da Silveira Cruz-Machado et al., 2010, 2012; Carvalho-Sousa et al.,

2011).



A biosintese de melatonina ocorre via quatro reacdoes enzimaticas:
Inicialmente, o aminoacido triptofano é captado da circulacdo e convertido
em S-hidroxitriptofano (5-HTP) pela enzima triptofano hidroxilase 1. Em
seguida, 5-HTP €& convertido em serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) pela
acao da enzima descarboxilase de aminoacidos aromaticos. Esta parte da
cascata metabolica ocorre durante todas as 24 horas do dia. O passo chave
que garante a producao de melatonina exclusivamente durante a fase de
escuro envolve a presenca da enzima aril-alquil-N-acetiltransferase (AANAT)
que, a partir da serotonina, produz N-acetilserotonina (NAS), para ser
metilada pela enzima hidroxi-indol-O-metiltransferase (HIOMT) e formar
melatonina (Revisto por Simmoneaux e Ribelayga, 2003). Uma vez que a
melatonina nao € estocada em pinealdcitos, este hormoénio € rapidamente
liberado no liquido cefalorraquidiano e na circulacdo a medida que sua
producao ocorre (Tricoire et al., 2003). Portanto, o conteudo plasmatico de
melatonina em condicoes fisiologicas reflete a producdo pineal, uma vez que
a pinealectomia abole por completo a deteccao do conteildo noturno deste
hormoénio na circulacao (revisto por Reiter, 1991).

Em relacao a cascata de sinalizacdo que induz a sintese de
melatonina, € bem caracterizado que a noradrenalina ativa receptores
transmebranicos do tipo Pl-adrenérgicos (Revisto por Simmoneaux and
Ribelayga, 2003). Estes receptores sao expressos na membrana de
pinealocitos em alta densidade (Harmouch et al., 1994) e também possuem
variacao ritmica ao longo do fotoperiodo, com maior expressao durante a
fase de escuro ambiental (Pangerl et al., 1990). Apos a ativacao destes

receptores, a cascata de sinalizacao ¢é iniciada devido ao aumento



intracelular de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) que promove a
ativacao da proteina quinase A (PKA) que possui duas funcodes: a primeira,
de fosforilar o fator de transcricao CREB (do inglés, cAMP response element
binding protein) o qual se transloca ao nucleo e regula a transcricao génica
no promotor da enzima AANAT. Apés sua traducao em proteina, a enzima
AANAT ¢é entao fosforilada pela PKA impedindo sua degradacao por
proteassoma, tornando-a ativa para atuar na conversao de serotonina em N-
acetilserotonina (Coon et al., 2002). Neste ponto € importante salientar que
este mecanismo € conservado em mamiferos e a principal diferenca na via de
sintese de melatonina € que, em humanos, a enzima AANAT é transcrita
constitutivamente e o aumento noturno da atividade da PKA, induzido pela
noradrenalina, promove a disponibilidade proteica desta enzima (Ganguly et
al., 2002). Ja em roedores de habito noturno, a acao da PKA é fundamental
para a disponibilidade do RNAm e da proteina da enzima AANAT

(Simonneaux e Ribelayga, 2003).
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Figura 1: Via de sintese de melatonina: A noradrenalina (NA) liberada na fase de
escuro pelas fibras pos-ganglionares simpaticas interage com receptores de sete
dominios transmembranicos do tipo pl-adrenérgicos. Estes receptores sao
acoplados a proteina Gs e ativam a adenilil ciclase (AC) promovendo aumento do
segundo mensageiro AMPc que, por sua vez, ativa a quinase PKA. A PKA atua
fosforilando o fator CREB, permitindo a transcricao da enzima AANAT. A PKA ainda
fosforila a AANAT permitindo sua ligacdo a chaperona 14-3-3, o que a protege de
degradacdo. NA atuando em receptores al-adrenérgicos, ou ATP atuando em
receptores purinérgicos P2Y1 potenciam a transcricao da AA-NAT via PKC ativada
pelo aumento intracelular de Ca2*. A cascata de sintese se inicia com o metabolismo
de triptofano para formar 5-HT que é substrato para acao direta da enzima AANAT
para formar NAS, que por sua vez € metilada em melatonina pela enzima HIOMT. A
melatonina € liberada na circulacao e no liquido cefalorraquidiano rapidamente, a
medida que é sintetizada (Baseado em Ganguly et al., 2002; Simonneaux e
Ribelayga, 2003).




Reguladores da producao de melatonina

Até o momento apresentamos que a alternancia no fotoperiodo € o
principal regulador da producao de melatonina na glandula pineal. De fato,
nas ultimas décadas a caracterizacao dos mecanismos que regulam a sintese
deste hormoénio na pineal em condicoes fisiologicas foi alvo de intensa
pesquisa e esta bem caracterizada (Zawilska et al., 2009). A melatonina €
produzida de forma ritmica pela glandula pineal e pela retina (Baba et al.,
2009). Ainda, mesmo em condi¢coes independentes de decorréncias
cronobiolégicas, as principais enzimas para a sintese desta indolamina
(AANAT e HIOMT) ja foram descritas em diversos tecidos, como sistema
digestivo (Raikhlin, et al., 1976; Konturek, et al., 2007; Bertrand, et al.,
2010), na glandula harderiana (Coto-Montes, et al., 1996), no epitélio
respiratorio (Kvetnoy, 1999), timo, baco e rins (Gomez-Corvera, et al., 2009;
Sanchez-Hidalgo, et al., 2009), na medula 6ssea (Gomez-Corvera, et al.,
2009), placenta (Sagrillo-Fagundes, et al., 2014), gonadas (Tijmes, et al.,
1996; Itoh, et al., 1997; Itoh, et al., 1999), pele (Fischer, et al., 2006), células
do sistema imunolégico, como macrofagos (Martins, et al., 2004; Muxel et
al., 2012), mastocitos (Maldonado, et al., 2010) e também por células do
sistema nervoso central como neuroénios, microglia e astrocitos (Stefulj, et
al., 2001; Pinato et al., 2013). Neste ponto € importante salientar que nao faz
parte do escopo desta tese aprofundar nos mecanismos que regulam a
sintese extra-pineal de melatonina. No entanto, algumas consideracoes
merecem espaco. A pinealectomia € capaz de reduzir por completo os niveis

circulantes de melatonina (revisto por Reiter, 1991). Embora o conteudo de



melatonina em varios tecidos ja tenha sido determinado em diferentes
condicoes experimentais, poucos estudos conseguiram determinar se a
producao extra-pineal de melatonina contribui para os niveis circulantes.
Neste sentido, a producao tonica de melatonina em outros tecidos (na faixa
de concentracao de uM a mM) € descrita por atuar como efetor no controle
local de processos relacionados a defesa tecidual (Markus et al., 2007,
2013). As vias que regulam esta producao também estdao bem caracterizadas,
bem como a relevancia da producao desta indolamina localmente como um
sinalizador e regulador em respostas inflamatérias (Carrillo-Vico, et al.,
2004; Martins, et al., 2004; Pontes, et al., 2006; Tan, et al., 2007;
Maldonado, et al., 2010; Muxel, et al., 2012; Carrillo-Vico, et al., 2013; Pires-
Lapa, et al., 2013; Pinato et al., 2013).

O estado de higidez do organismo também é um fator que regula a
quantidade de melatonina circulante, pois influencia a sintese de melatonina
pela glandula pineal. E bem caracterizado que a producdo noturna de
melatonina € reduzida em diversas condicoes fisiopatologicas como:
depressao (Soria et al., 2010), transtornos de espectro autista (Toma et al.,
2007; Melke et al., 2008), déficit de atencao e hiperatividade (Toma et al.,
2007; Melke et al., 2008; Jonsson et al., 2010), transtorno biopolar (Galecki
et al., 2010; Chaste et al., 2011; Etain et al., 2012), infeccao local ou
sistémica (Mundigler et al., 2002; Olofsson et al., 2004; Perras et al., 2006),
mastite (Pontes et al., 2006, 2007), doenca de Alzheimer (Liu et al., 1999;
Mishima et al., 1999). Grande parte destes estudos nao estabeleceu os

mecanismos que regulam a sintese de melatonina nestas condicoes. No



entanto, € consonante a ideia de que a regulacao na transcricao, conteudo
ou atividade da enzima AANAT é ingrediente importante deste processo.

Nas ultimas duas décadas, houve um avanco importante no
entendimento de mecanismos que regulam a producao deste hormonio por
mediadores endogenos do organismo e, atualmente, € aceito que a glandula
pineal € capaz de perceber sinais provenientes do sistema imunologico
(Skwarlo-Sonta et al., 1996, 2003; Tsai et al., 2001). Nossos trabalhos
contribuiram para essa literatura e agregaram a possibilidade de que
durante processos inflamatorios, a comunicacado bidirecional entre a
glandula pineal e o estado de atividade do sistema imunologico permita a
regulacao no conteudo circulante de melatonina e o ajuste das respostas de

defesa.

Eixo Imune-Pineal

O Eixo Imune-Pineal consolida o conceito de uma comunicacao
reciproca entre a atividade do sistema imunolégico e a regulacdo da
producao de melatonina em suas diferentes fontes, pineal ou extra-pineal
(Markus et al., 2007, 2013). As primeiras observacoes para esta concepcao
foram obtidas em modelo de inflamacao cronica em camundongos induzida
por injecao de BCG (Bacilo Calmette-Guerin) na pata. Foi determinado que o
tamanho do inchaco na pata apresentava ritmo circadiano, maior na fase de
claro comparado a fase de escuro (Lopes et al. 1997). A participacdo da
glandula pineal neste processo foi confirmada por procedimentos que

bloqueiam o conteudo de melatonina circulante: a remocao cirurgica da



pineal ou a remocao cirurgica dos terminais simpaticos que inervam a
glandula aboliram o ritmo no tamanho da pata (Lopes et al., 1997). Este
trabalho também foi importante para sugerir que a glandula adrenal
participa da regulacao da funcao pineal, uma vez que a adrenalectomia
também abolia o ritmo da lesdo na pata dos camundongos por reduzir a
producao de melatonina, detectada através da excrecao noturna do
metabolito 6-sulfatoximelatonina (Lopes et al., 2001). Posteriormente, foi
determinado que a glandula pineal expressa receptores para glicocorticoides
(GR) e que corticosterona potencia a producao de melatonina em modelos in
vitro (Ferreira et al., 2005) e in vivo (Fernandes et al., 2009).

Concentracoes de melatonina, ou seu precursor N-acetilcerotonina,
compativeis com as encontradas no plasma durante a fase de escuro limitam
o rolamento e a aderéncia de leucoécitos a camada endotelial e,
consequentemente, a montagem da resposta inflamatoéria local (Lotufo et al.,
2001). Os resultados obtidos neste trabalho permitiram sugerir que a
glandula pineal, além de reconhecer glicocorticoides, deveria ser sinalizada
por moléculas que participam da montagem da resposta inflamatoria, de
modo a permitir a reducao do conteudo circulante de melatonina e a
migracao de células imunes para o local do processo inflamatorio. Neste
contexto, havendo a necessidade de se montar respostas inflamatérias, o
adequado seria que a glandula pineal discernisse entre fatores que sinalizam
estados de higidez ou inflamatorios. Havendo o reconhecimento de agentes
inflamatorios, uma regulacao nos niveis circulantes de melatonina
independente do fotoperiodo seria adequada para influenciar a montagem e

a resposta inflamatoria.



Estudos em humanos demonstraram que puérperas com mastite
possuem baixo conteldo de melatonina quando apresentam altos niveis da
citocina fator de necrose tumoral (TNF) no colostro. Em contrapartida,
puérperas saudaveis que nao apresentavam TNF tinham o ritmo circadiano
caracteristico deste hormoénio (Pontes et al., 2006, 2007). Outro estudo em
humanos avaliou os niveis de melatonina em mulheres que participaram de
processo cirurgico para a remocao do utero, histerectomia: novamente foi
possivel observar alto conteudo de TNF na noite da intervencao cirurgica e
baixo contetido noturno de melatonina (de Oliveira Tatsch-Dias et al., 2013).
Estudos em ratos também foram utilizados para ampliar o entendimento de
como a glandula pineal é regulada por esta citocina. Em experimentos in
vitro, foi demonstrado que TNF bloqueia a producao de N-acetilserotonina
induzida por noradrenalina em pineais cultivadas devido a supressao da
transcricao do gene da enzima AANAT (Fernandes et al., 2006).

Estudos de outros autores também descrevem outras citocinas como
moduladoras da funcao pineal. Em estudos in vitro, foi observado que
interferon-gama (IFN-y) tem efeito dual sobre a producao de melatonina,
potenciando ou inibindo sua sintese na dependéncia das concentracoes de
I[FN-y utilizadas (Withyachumnarnkul et al., 1990; 1991). Foi evidenciado
ainda que o RNAm de interleucina 1-beta (IL-1() e do fator de transformacao
do crescimento beta (TGF-B, do inglés, transforming growth factor beta) sao
transcritos constitutivamente na glandula pineal de ratos, com maior
conteudo durante a fase de claro (Tsai e McNulty, 1999; Tsai et al., 2001a).

Estes autores também observaram que estas citocinas modulam a producao



de 5-HT na glandula pineal por atuacao direta sobre os pinealocitos (Tsai et
al., 2001b).

Em minha dissertacdo de mestrado, a exemplo do trabalho referido
anteriormente, observamos uma interacao celular entre a microglia e os
pinealdcitos na glandula pineal (Figura 2). Inicialmente foi demonstrado que
pinealodcitos, astrocitos e microglia expressam o receptor do tipo toll 4 (TLR4,
do inglés, Toll-Like Receptor 4). A ativacdao deste receptor por seu ligante
lipopolissacarideo (LPS) promove ativacao do fator de transcricao nuclear
kappa B (NF-kB) em glandulas pineais in vitro (Da Silveira Cruz-Machado et
al., 2010). Esta via de sinalizacao foi determinada por atuar na forma de
homodimero p50/pS0 ou heterodimero pS0/RelA (Da Silveira Cruz-Machado
et al., 2010). Nas células da microglia, o heterodimero p50/RelA induz a
producao da citocina TNF (Da Silveira Cruz-Machado et al., 2012). Em
pinealdcitos, este heterodimero aumenta a expressao do receptor para esta
citocina (TNFR1). Ainda, evidenciamos que a ativacao do receptor TLR4
boqueia a sintese de melatonina e de seu precursor N-acetilserotonina
induzidos por noradrenalina in vitro via homodimeros p50/pS0 (Da Silveira
Cruz-Machado et al., 2010). Em estudo in vivo, Jiang-Shieh e colaboradores
(2005) demonstraram os efeitos do LPS administrado via intravenosa sobre a
glandula pineal. Estes autores observaram que esta endotoxina atravessa a
camada endotelial da glandula, se acumula em todas as células e promove
ativacao das células gliais. Utilizamos dois modelos in vivo de inflamacao
sistémica por injecao intravenosa ou intracerebroventricular de LPS. Nestas
condicoes também observamos que a ativacao do TLR4 reduz a sintese e o

conteudo circulante de melatonina (Tamura et al., 2010; Pinato et al., 2013).



Portanto, pudemos estabelecer alguns mecanismos que permitem entender
como a glandula pineal responde a componente de bactérias gram-negativas

e citocinas.
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Figura 2: Na glandula pineal de ratos, a ativacao do receptor TLR4 pelo LPS é
sinalizado via fosforilacado e degradacao de proteinas inibitérias que reprimem o NF-
kB no citoplasma (NFKBI), permitindo a translocacdo nuclear deste fator de
transcricdo sob a forma de dimeros p50/pS0 e p50/RelA. Na microglia, a ativacao
do NF-kB induz a producao da citocina TNF. Em pinealécitos, o heterodimero
pS0/RelA aumenta a expressao do receptor TNFR1, cujo pico na expressao coincide
com a maxima producao de TNF pela microglia. O homodimero p50/pS0, por sua
vez, bloqueia a transcricao do gene da enzima AANAT, o que eleva os niveis de
serotonina, enquanto promove a reducdo do conteiildo de N-Acetilserotonina e

melatonina na glandula pineal.



A descricao de que glandulas pineais de rato expressam o receptor
TLR4 abriu perspectivas para estudar se “padroes moleculares associados a
sinais de perigo” (DAMPs, do inglés, Danger-Associated Molecular Pattern)
também regulam a producao de melatonina. Nos ultimos anos, vem sendo
ampliada a lista de moléculas que sdo produzidas pelo proprio organismo e
que iniciam ou perpetuam respostas imunologicas via a ativacao dos TLRs
(Trotta et al., 2014). Como exemplo, podemos citar a ativacao de receptores
TLR4 pelo peptideo B-amildide (Fassbender et al., 2003). O trabalho realizado
por Cecon (2014) determinou que o peptideo B-amildide ativa receptores
TLR4 expressos na glandula pineal, induzindo cascatas de sinalizacao
intracelular que resultam na ativacao do fator de transcricao NF-kB e na
producao de citocinas como: IL-2, IL-10, IFNy, TNF e iNOS, bem como a
propria regulacao na expressao do receptor TLR4. Ainda, o peptideo (-
amildide inibe a sintese de melatonina via regulacao negativa da expressao
da enzima AANAT. A seguir, apresentamos a via de sinalizacdo do fator de
transcricao NF-kB e os principais trabalhos que demonstram a ativacao

desta via como regulador da producao de melatonina.

Fator de Transcricao Nuclear kappa B (NF-xB)

O fator de transcricao nuclear kappa B (NF-«B, do inglés, Nuclear
Factor kappa B) € central para as respostas imunologicas (Bonizzi e Karin,
2004; Ghosh e Hayden, 2008) e também participa da regulacao de processos

fisiologicos (Kaltschmidt e Kaltschmidt 2000; revisto por Kumar et al., 2004,



revisto por Kaltschmidt et al., 2005; Wong e Tergaonkar, 2009), processos de
proliferacdo celular (Bhakar et al., 2002; Bonizzi e Karin, 2004; Graham e
Gibson, 2005), morte celular (Ruland e Mak, 2003; Sun e Ley, 2008),
neuroprotecao e neurodegeneracao (Grilli et al., 1996; O’Neill e Kaltschmidt,

1997; Bhakar et al., 2002; Fridmacher et al., 2003).

A familia de proteinas NF-«kB interage entre si para formar homo ou
heterodimeros, que sdao mantidos no citoplasma da célula associados a uma
proteina inibitoria (lkappaB). Na presenca de um sinal, as proteinas
inibitorias sao fosforiladas, ubiquitinadas e degradadas para liberar os
dimeros de NF-«kB. Livres, este fator de transcricao se transloca ao nucleo
regulando diversos programas transcricionais (O’Neill e Kaltschmidt, 1997).
Em mamiferos, a familia NF-«kB é composta por 5 proteinas caracterizadas
pelo dominio de homologia REL, responsavel pela dimerizacdo das
subunidades e ligacao destas proteinas a sequéncias consenso no DNA. A
subunidade RelA (também conhecida como p65), RelB e c-Rel apresentam o
dominio de transativacao (TAD) na porcao C-terminal e, portanto, podem
induzir transcricdo génica. Ja as subunidades p50 (codificada pelo gene
Nfkb1) e pS2 (codificado pelo gene Nfkb2) nao apresentam este dominio e,
portanto, atuam como repressores da transcricao génica caso nao estiverem
associados a uma subunidade que contenha o dominio de transativacao

(Ghosh e Hayden, 2008).

O fator de transcricao NF-kB tem se mostrado um mediador molecular
importante para a alternancia entre as fontes produtoras de melatonina

(Markus et al.,, 2013). Em glandulas pineais de animais higidos, o



homodimero p50/p50 de NF-kB esta constitutivamente ativado e o seu
conteudo nuclear aumenta gradativamente ao longo da fase de claro,
atingindo sua maxima expressao no final desta fase. Em seguida ao apagar
das luzes, o conteudo nuclear de NF-kB na glandula pineal é reduzido
rapidamente (Cecon et al., 2010). Este foi o primeiro estudo a caracterizar a
expressao ritmica do fator de transcricao NF-kB em pineais de rato e a
sugerir que a interacao deste ritmo com a producdo endégena de
glicocorticoides poderiam ser mecanismos relevantes para a regulacao da
sintese de melatonina em condicoes de higidez. O aumento do conteudo
nuclear deste fator de transcricdo em pineais de rato ja foi demonstrado por
ser dependente de luz, uma vez que a manutencao dos animais em escuro
constante impede o aumento caracteristico que ocorre na fase de claro, em
um ciclo claro/escuro (Cecon et al., 2010). Além disso, a transicdo entre a
fase de repouso para a fase de atividade promove uma reducao rapida do
conteuido de NF-«kB em pineais e esta relacionado ao aumento no conteudo
plasmatico de corticosterona (Cecon et al., 2010). A ativacao do fator de
transcricao NF-kB também € o principal mecanismo pelo qual mediadores
inflamatorios regulam a sintese de melatonina na glandula pineal. Sua
ativacao por TNF, peptideo B-amiléide ou LPS bloqueia a sintese (Fernandes
et al., 2006, Da Silveira Cruz-Machado et al., 2010, 2012; Carvalho-Sousa et
al., 2011; Cecon, 2014), enquanto a inibicdo desta via por corticosterona
potencia a producao de melatonina (Ferreira et al., 2005; Fernandes et al.,
2009). Na pineal, além dos homodimeros constitutivos p50/p50 que atuam
na repressao do gene AANAT (Fernandes et al., 2006; Cecon et al., 2010; Da

Silveira Cruz-Machado et al., 2010), LPS e TNF induzem a ativacdo de outro



dimero, pS0/RelA. Este heterodimero apresenta regulacao transcricional
positiva, induzindo a expressdo de TNF, iNOS e TNFR1 (Da Silveira Cruz-
Machado et al., 2010, 2012; Carvalho-Sousa et al., 2011). Por outro lado, em
sitios extra-pineal, o NF-kB & responsavel por induzir a producao de
melatonina em células ativadas, tanto por macrofagos, quanto por
astrocitos, microglia ou células granulares do cerebelo (Muxel et al., 2012;
Pinato et al., 2013, Pires-Lapa et al., 2013; Franco e Markus, 2014). Em
macrofagos, as subunidades RelA e c-Rel sao induzidas por zimosan ou LPS
e induzem a producao de melatonina via controle transcricional positivo no

promotor do gene AANAT (Muxel et al., 2012).

Sob o ponto de vista de regulacao de programas transcricionais, a
presenca de cada subunidade ou dimero de NF-kB formado pode variar
dependendo do tipo celular. As subunidades RelA e pS0 estao presentes em
praticamente todos os tecidos (Vallabhapurapu e Karin, 2009) enquanto c-
Rel, RelB e p52 estdo presentes principalmente em células hematopoiéticas
(revisto por Liou e Hsia, 2003). Apesar de nao ser regra, a literatura descreve
que RelB forma, preferencialmente, heterodimero com pl00 (Dobrzanski et
al., 1995; Yilmaz et al., 2003). Por outro lado, as subunidades RelA e c-Rel
preferencialmente formam heterodimeros com pS0 (Karin e Ben-Neriah,
2000; revisto por Sun e Ley, 2008). O heterodimero p100/RelB compde a via
de sinalizacdo alternativa da ativacdo do NF-kB e envolve o processamento
de p100 em sua forma clivada p52. Os heterodimeros p50/RelA e p5S0/c-Rel
compoem a via de sinalizacao classica (ou canodnica) do NF-xB (Karin e Ben-

Neriah, 2000). Sob este ponto de vista, novas perspectivas surgiram para o



estudo da participacao de outras subunidades de NF-kB na glandula pineal,
além das ja descritas em estudos anteriores, uma vez que alguns dimeros
reprimem ou induzem a sintese de melatonina dependendo do contexto
celular (Figura 3). Nesta tese, achamos relevante caracterizar a presenca de
todas as subunidades desta familia de proteinas na glandula
pineal/pinealdcitos e também avaliar diferentes ativadores de TLRs sobre a

producao de melatonina.
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Figura 3: Exemplos da sinalizacao do NF-kB via classica ou atipica ativadas
pela ativacao de TLRs: Na via classica, o NF-kB pode ser ativado de forma
rapida (ao utilizar adaptadores dependentes de MyD88) ou tardiamente (ao
utilizar adaptadores dependentes de TRIF), ambas mediadas por TRAF6 e TAK]1.

O adaptador RIP1 por sua vez esta envolvido apenas na via de ativacao



dependente de TRIF. Estas vias convergem para ativacao do complexo de IKKs,
com a participacao de IKK2 fosforilando a IkappaB-alfa nas serinas 32 e 36, a
qual sera degradada por proteassomas liberando o heterodimero p5S0/RelA para
translocar ao nucleo e modular genes alvo. A via atipica de NF-kB envolve a
ativacao do complexo de IKKs, com a participacao de IKK1 fosforilando p105.
Apobs degradacao por proteassomas, pl0S5 libera o homodimero p50/pS0 e sua

translocacao nuclear (Baseado em Beinke e Ley, 2004; Sun e Ley, 2008).

Receptores do tipo Toll (Toll-Like Receptors)

Os receptores do tipo Toll pertencem a uma familia de receptores
conservados evolutivamente, expressos em diversas células do organismo e
que atuam reconhecendo diretamente danos teciduais e padrées moleculares
associados a patogenos (PAMPs) derivados de virus, bactérias, fungos e
protozoarios (Kawai e Akira, 2007). Estes componentes patogénicos incluem
o LPS de bactéria gram-negativa (ligante de TLR4), peptidoglicanos de
bactérias gram-positivas (ligante de TLR2), flagelina de bactérias (ligante de
TLRS), nucleotideos de DNA nao metilados (CpG DNA, ligante de TLR9), RNA
viral de fita simples (ligante de TLR7), RNA viral fita-dupla (ligante de TLR3)

(Kumar et al., 2009), entre outros.

Em mamiferos, 13 membros de receptores da familia TLR foram
identificados (Beutler, 2009; Kumar et al., 2009). Sabe-se ainda que estes
receptores sao expressos em compartimentos celulares distintos: TLRI,
TLR2, TLR4, TLRS, e TLR6 sao expressos na membrana celular, enquanto

TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 sao expressos em vesiculas intracelulares que



podem estar localizadas em endossomos ou no reticulo endoplasmatico
(Saitoh e Miyake, 2009). Esta familia de receptores pode formar homo- ou
heterodimeros entre si, sendo os mais comumente encontrados: TLR1/TLR2,

TLR2/TLR6 e TLR6/TLR6 (Beutler, 2009).

Os TLRs ja foram descritos em diversas células do organismo,
incluindo as do sistema nervoso central (Zhang e Schleusener, 2006; Aravalli
et al., 2007; Carpentier et al., 2008; Marsh e Stenzel-Poore, 2008). Cada vez
mais sao atribuidas funcoes para estes receptores no SNC, como seu efeito
modulatéorio do quadro fisiopatologico de doencas neurodegenerativas
(Fassbender et al., 2003) ou como alvos terapéuticos na modulacdo da
regeneracao neuronal apos acidente vascular cerebral (Marsh e Stenzel-
Poore, 2008; Marsh et al., 2009). E interessante notar, que os TLRs dividem
mecanismos semelhantes no reconhecimento de patdégenos, mas podem
recrutar vias intracelulares diferentes (Guan et al., 2010). Atualmente, sao
conhecidas cinco proteinas adaptadoras citoplasmaticas que apresentam
dominio para interagir com estes receptores (Figura 4): MyD88 (do inglés,
myeloid differentiation primary response gene 88), TIRAP (do inglés, TIR
domain-containing adaptor protein, também conhecida como Mal, ou MyD88-
adapter-like), TRIF (do inglés, TIR domain-containing adaptor inducing IFN-f),
TRAM (do inglés, TRIF-related adaptor molecule) e SARM (do inglés, Sterile a
and HEAT-Armadillo motifs-containing protein). Comparado aos outros
receptores da familia toll-like, o TLR4 € o unico que utiliza todas estas
proteinas adaptadoras (revisto por O’Neill e Bowie, 2007; revisto por Lu et

al., 2008).
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Figura 4: Sinalizacao via TLRs: O reconhecimento de ligantes dos TLRs pode
envolver proteinas de membrana: CD14 atua como proteina de transito do LPS
ao receptor TLR4. A participacao da proteina MD-2 também pode regular a
afinidade ligante-receptor. A ativacdo da cascata de sinalizacao intracelular
envolve inicialmente o recrutamento de proteinas adaptadoras que interagem

com o dominio citoplasmatico TIR dos TLRs. A via do fator de transcricao NF-kB



pode ser ativada via adaptadores da via MyD88 ou TRIF. A expressao de TLRs
também pode ocorrer em endossomos, como TLR3, TLR7, TLR8 ou TLR9
(Baseado em Kawai e Akira, 2007; Lu et al., 2008; McGettrick e O’Neill, 2010).

Evidéncias recentes sugerem que diferentes dimeros de NF-kB podem
ser ativados via diferentes ligantes de receptores do tipo Toll. Por exemplo, a
inducao da subunidade RelB pela ativacao de heterodimeros TLR1/TLR2 (Su
et al., 2009), ou a ativacao de c-Rel pelos receptores TLR2/TLR6 na forma de
heterodimeros ou TLR3 e TLR9 sob a forma de mondémeros (Carmody et al.,
2007). Nos ultimos anos, a comunidade cientifica tem demonstrado que
diferentes doencas sao desencadeadas e mantidas por ligantes endogenos
destes receptores. Tenho a oportunidade de introduzir o modelo de
obesidade, doenca que cursa com alteracoes no estado metabolico e com
presenca de um estado inflamatério de baixa intensidade (Xu et al., 2003,
Elks e Francis, 2010). Na obesidade, acidos graxos livres, fetuina A e
citocinas circulantes atuam como DAMPs, ativando quinases responsaveis
pela translocacao nuclear de NF-kB (Pal et al., 2012). Os acidos graxos livres
induzem a producao de citocinas pro-inflamatorias em diversos tecidos via
receptores TLRs, de forma semelhante ao LPS derivado de bactérias gram-
negativas (Shi et al., 2006; Kim, 2006; Kim et al., 2007; Fessler et al., 2009;
Schaeffler et al., 2009). A delecao do TLR4 reduz o quadro inflamatorio,
restaura a resisténcia a leptina e insulina observada na obesidade, e
melhora o quadro fisiopatologico (Milanski et al., 2009). Somado a isso,
camundongos knockout para TLR4 sdo protegidos da resisténcia a insulina

induzida por dieta hipercalorica (Shi et al., 2006; Tsukumo et al., 2007). Na



obesidade, ja foi observado que a sintese e secrecao ritmica de melatonina
esta inibida (Ostrowska et al., 1996, 2001; Cano et al., 2008) e que a
migracao de células imunocompetentes para tecidos alvo cursa em paralelo a
progressao da obesidade (revisto por Harford et al., 2011). Nesta tese,
realizamos experimentos para avaliar se mediadores inflamatorios
produzidos em modelo de obesidade também ativam o eixo imune-pineal.
Dessa forma, o uso dos conhecimentos gerados a partir de estudos de como
a glandula pineal € modulada por patégenos podera ser relevante para um
melhor entendimento e controle da obesidade, problema que tem sido

tratado como epidémico em diversos paises, inclusive no Brasil.

Consideracoes finais

Nesta tese, realizamos experimentos para ampliar o entendimento de
como a glandula pineal percebe e regula a producao ritmica de melatonina
em condicoes de higidez ou inflamatérias. O fato do NF-«kB apresentar
ritmicidade endogena na pineal de ratos, aliado ao conceito da comunicacao
bidirecional entre o sistema imunologico e esta glandula, levaram-nos a
formulacdao da hipétese de que um programa transcricional equiparia a
glandula para a percepcao de variacoes no estado de higidez do organismo.
Numa primeira etapa caracterizamos a expressdo circadiana da via de
transducao dos TLRs/NF-kB na pineal de ratos. Considerando a expressao
ritmica dos genes avaliados e o antagonismo mutuo existente entre GR e NF-
kB (McKay e Cidlowski, 1998, 2000; Widén et al., 2003), numa segunda

etapa avaliamos o papel do ritmo de glicocorticéides endogenos sobre a



transcricao génica e a sintese de melatonina em condicoes fisiologicas. Uma
vez que a sintese de melatonina pode ser regulada por diferentes mediadores
inflamatoérios, utilizamos Pam3CSK4 ou zimosan para ampliar o
entendimento da variedade de patdogenos que poderiam ser reconhecidos
pela pineal. Além disso, estudamos se a ativacao de diferentes receptores do
tipo Toll induz a translocacao nuclear de subunidades de NF-«kB ainda nao
observadas. Por fim, consideramos o modelo de inflamacao sistémica
induzida por dieta hipercaldrica para avaliar se a producao de melatonina €
regulada por nestas condicdes, cogitando que a reducdo da sintese de
melatonina na obesidade ocorra devido uma acdo direta de mediadores

inflamatoérios circulantes sobre a glandula pineal.



Objetivos



II. OBJETIVOS

O objetivo geral da presente tese foi caracterizar vias de transducao
dos receptores do tipo toll em glandulas pineais de rato em condicoes de
higidez ou quando estes receptores sao ativados por mediadores

inflamatoérios. A estratégia envolveu os seguintes passos:

1. Determinacao da expressao de 84 genes relacionados a sinalizacao
via TLRs e NF-«B e validacdo de algumas proteinas presentes na
glandula pineal.

2. Avaliacao da modulacao da expressao destes 84 genes acima
referidos e da producao noturna de melatonina pelo receptor de
glicocorticoide (GR).

3. Caracterizacao do padrao de translocacdao nuclear do fator de
transcricao NF-kB e da producao de melatonina em glandulas
pineais de rato incubadas com Pam3CKS4 (agonista TLR1/TLR2) e
zimosan (agonista TLR2 /TLR6).

4. Caracterizacao da influéncia de uma inflamacao sistémica de baixa
intensidade induzida por dieta hipercalérica sobre a producao de
melatonina in vivo;

5. avaliacao do efeito de melatonina exégena sobre o ganho de pesos

corporal induzido por dieta hipercalorica.
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III. MATERIAL E METODOS

1. Animais

Nos experimentos apresentados nesta tese foram utilizados ratos
machos adultos (8 a 10 semanas de idade) de linhagem Wistar (Rattus
novergicus) criados no biotério do Instituto de Biociéncias da Universidade
de Sao Paulo. A excecao foram os experimentos de cultura de glandulas
pineais em que utilizamos fémeas pré-puberes (5 a 6 semanas de idade). Em
nossa experiéncia, tanto o conteudo de melatonina induzido por
noradrenalina, quanto o conteudo de TNF induzido por LPS nao sao
diferentes quando se comparado animais machos adultos ou fémeas pré-
puberes (Da Silveira Cruz-Machado et al., 2010, 2012). Os animais foram
alojados em gaiolas de polipropileno, mantidos em sala com temperatura e
umidade controladas, recebendo agua e racao ad libitum. O ciclo
claro/escuro empregado foi o de 12/12 h (luzes acesas as 07h00 e apagadas
as 19h00), sendo o horario de acender das luzes considerado como Zeitbeger
Time zero (ZT 0).

Para a obtencao das glandulas pineais, os animais foram eutanasiados
por decapitacao. Os experimentos foram realizados de acordo com os
principios éticos para pesquisa com animais, cujo protocolo experimental foi
aprovado pela Comissao de Etica em Uso de Animais (CEUA) do Instituto de
Biociéncias (protocolo 115/2010, anexo 1) e realizados de acordo com as
normas regulatérias do Conselho Nacional de Controle de Experimentacao

Animal (CONCEA).



2. Drogas e Reagentes

As drogas e reagentes utilizados estao listados a seguir, de acordo com
a procedéncia.

— Calbiochem (Darmstadt, Alemanha): NP-40;

— GE Healthcare Life Sciences (Buckinghamshire, Reino Unido):
coluna microspin Sefadex G-25.

— Gibco BRL (Grand Island, NY, EUA): penicilina; estreptomicina;
glutamina;

— Invitrogen Life Technology (USA): ditiotreitol (DTT); fluoreto de
fenilmetilsulfonil  (PMSF); anticorpo secundario anti-coelho
conjugado ao fluoréforo FITC; T4 polinucleotideo quinase.

— Merck (Brasil): acetato de sodio; acido citrico; acido cloridrico; acido
perclorico; acool etilico; EDTA (do inglés, ethylenediaminetetracetic
acid dissodium salt); metanol; metabisulfito de sodio;

— Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, California, EUA): anticorpos
para as proteinas da via NF-«B para super-shift p-50 (sc-114X);
RelA (sc-109X); p52 (sc-298X); c-Rel (sc-70X); RelB (sc-226X); BCL-
3 (sc-185X).

— Sigma-Aldrich (Saint Louis, Missouri, EUA): 5-hidroxitriptamina; N-
acetilserotonina;  melatonina; noradrenalina [(-)  arterenol
hydrochloride|; HEPES; meio de cultura BGJb; bisacrilamida (N, N’-
methylenebisacrylamide); mifepristona.

— Perkin Elmer (Boston, MA, EUA): Easy Tides Adenosine 5’-

triphosphate, [y-32P].



— Promega (Madison, MA, EUA): Oligonucleotideo consenso para NF-«B

(5-AGTTG AGGGGACTTTCCCAGGC-3));

3. Preparo de Drogas

Os padroes de N-Acetilserotonina e melatonina para cromatografia
foram preparados em solucao estoque na concentracao de 1 mM em 0,1M de
acido cloridrico acrescido de 0,02% de metabissulfito de sodio e 0,02% EDTA
dissodico. Os estoques permaneceram congelados a -80°C até o uso e por
periodo inferior a 60 dias. No momento do uso, os padroes foram diluidos em
acido perclorico 0,1 M acrescido de 0,02% de metabissulfito de sédio e
0,02% de EDTA dissodico.

As solucoes estoque de noradrenalina foram preparadas em acido
cloridrico 0,01 M, diluidas no momento do uso em solucao aquosa de acido
ascobico (50 mg/L).

Zimosan e Pam3CSK4 foram preparados na concentracao de 1 mg/mL
em solucdo aquosa. Os estoques permaneceram congelados a -20°C até o
uso e por periodo inferior a 60 dias. No momento do uso, as drogas foram
diluidas em meio de cultura BGJb.

Mifepristona foi preparada no momento do uso e diluida em veiculo
que consistiu em solucdo salina isotdnica acrescida de 2 mg de
carboximetilcelulose, tween 20 (20% v/v) e etanol 5% (Cavalcanti et al.,
2007).

As demais drogas listadas anteriormente foram, quando necessario,
diluidas em agua deionizada purificada por sistema Milli-Q (Millipore®,

Billerica, MA, EUA).



4. Cultura primaria de pinealdcitos

A cultura de pinealodcitos foi realizada conforme método proposto por
Ferreira et al., (2003). Apdés a obtencao, as pineais foram cortadas em
pequenas partes e seguiu-se dissociacdo enzimatica com tripsina (0,25%, 37°
C, 15 min), seguida por dispersao mecanica realizada na presenca de 0,3%
de inibidor de tripsina em solucdo contendo (mmol/L): NaCl 120, KCI 5,
NaHCO3 25, KH2PO4 1,2, glicose 12 e 0,1% w/v albumina bovina. Apos
centrifugacao (1000 g, 15 min) as células foram ressuspensas em meio de
cultura DMEM acrescido de soro fetal bovino (10%, inativado por calor),
penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pug/mL). A viabilidade celular e
o numero total de células foram estimados pela exclusao por azul de Trypan.
A taxa de sobrevivéncia celular em cada procedimento foi 95% ou maior.
Laminas de 8 pocos (Lab-Tek chamber slide, Nalge Nunc International, Nova
York, EUA) foram tratadas com poli-L-lisina por 1 h em temperatura
ambiente. Apos lavagem dos pocos com PBS as células foram plaqueadas
(0,5 x 105/poco) e mantidas em estufa (37°C, 5% COz) por 18 h. Finalizada

esta etapa, as células foram processadas para ensaio de imunocitoquimica.

5. Cultura de glandulas pineais

As pineais foram cultivadas de acordo com método proposto por Parfitt
et al., (1976) e modificado por Ferreira et al., (1994). Detalhadamente,
glandulas pineais de rato recém retiradas foram cultivadas em placas de 24
pocos, sendo 1 glandula por poco em 200 uL de meio de cultura BGJb (pH
7,4), acrescido de glutamina (2 mM), penicilina (100 U/mL) e estreptomicina

(100 pug/mL) e mantidas em estufa com temperatura a 37° C em atmosfera



com saturacao de carbogénio (95% O2 e 5% CO3). O tratamento foi
empregado apos 48 h de cultivo. A troca do meio de cultura foi realizada a

cada 24 h e, no momento anterior ao tratamento com as drogas testadas.

6. Tratamentos in vitro

Os procedimentos foram realizados sempre apos a ultima troca do
meio de cultura, aguardando-se um periodo de pelo menos 30 minutos para
estabilizacao da cultura. O tratamento com Pam3CSK4 ou zimosan foi
realizado com a diluicao da droga em meio de cultura BGJb e a incubacao
foi realizada nos periodos de tempo descritos em cada figura apresentada a
seguir.

Para avaliar a via de sintese de melatonina, a enzima AA-NAT foi
ativada com noradrenalina (10 nM) por S h apdés o tratamento com
Pam3CSK4 ou zimosan. Ao final dos tratamentos, glandulas e meios de
cultivo foram estocados a -80°C e -20°C, respectivamente, por no maximo 30

dias ou até a analise.

7. Tratamentos in vivo

Bloqueio do receptor de glicocorticoides (GR) por mifepristona
Para avaliar o papel do receptor GR sobre a transcricdo génica ou o
conteudo circulante de melatonina utilizamos mifepristona na dose de 10

mg/kg, injetada por via intraperitoneal 18 horas e 1 hora antes do pico de



corticosterona anterior a eutanasia dos animais. O grupo controle recebeu

duas injecoes (nos mesmos horarios) do veiculo de mifepristona.

Inducao de ganho de peso por dieta hipercalodrica

Para avaliar os efeitos da dieta hipercalorica sobre a sintese de
melatonina mantivemos os animais alojados individualmente em gaiolas de
polipropileno, em sala com temperatura e umidade controladas, recebendo
agua e racao ad libitum. Este experimento foi realizado durante sete dias
consecutivos. Nestas condicoes, os animais receberam dieta padrao
normocalérica (chow) contendo 3,5% de Kcal provenientes de lipideos
(Nuvilab® - CR-1) ou dieta hipercaldrica (HFD, High-Fat Diet) contendo 42%
de Kcal provenientes de lipideos (Rhoster®, Aracoiaba da Serra, SP). O peso

corporal foi determinado por balanca digital diariamente.

Tratamento dos animais com melatonina

Para avaliar os efeitos da melatonina sobre o ganho de peso corporal
induzido por dieta hipercaléorica (HFD), um segundo grupo de animais foi
alojado individualmente em gaiolas de polipropileno, em sala com
temperatura e umidade controladas, recebendo agua e racao ad libitum.

Nestas condicoes, os animais foram divididos em quatro grupos:

i) dieta normocaldrica recebendo melatonina na agua de beber
noturna;
ii) dieta normocalorica recebendo veiculo na agua de beber

noturna;



iii) dieta hipercalorica recebendo melatonina na agua de beber
noturna;
iv) dieta hipercalodrica recebendo veiculo na agua de beber noturna.

A melatonina foi administrada na dose de 45 ng/L e diluida em veiculo
(concentracao final de 0,05% de etanol em agua). Esta solucao foi preparada
e reposta diariamente. Para o tratamento dos animais, todos os bebedouros
(grupos veiculo ou melatonina) foram envoltos em papel aluminio para evitar
a degradacao da melatonina devido a exposicao a luz. Os bebedouros foram
ofertados aos animais apenas durante a fase de escuro. Na fase de claro os
bebedouros foram substituidos por novos bebedouros contendo apenas
agua. A pesagem dos animais foi realizada diariamente, sempre antes do

tratamento dos animais com a melatonina.

8. Ensaio de imunocitoquimica por microscopia

confocal

Para avaliar a expressao de 14 proteinas da via de sinalizacao dos
receptores TLRs e NF-«kB em pinealocitos, utilizamos ensaios de
imunocitoquimica. Apés o cultivo, as células foram lavadas com PBS, fixadas
em paraformaldeido 4% gelado por 10 min e permeabilizadas com saponina
0,5% em PBS em temperatura ambiente. Foi realizado bloqueio com
albumina bovina (fracao V) 1% e glicina (0,3 M) por 60 min, com o objetivo

de minimizar a ligacao do anticorpo a sitios nao especificos. Na tabela 1



apresentamos as especificacoes dos anticorpos utilizados. Estes foram
incubados por 18 h a 4°C. Apo6s as incubacoes com os anticorpos primarios,
seguiu-se incubacao com os anticorpos secundarios apropriados: anti-coelho
(1:400, Abcam) ou anti-camundongo (1:200, Invitrogen), ambos conjugados
ao fluoréforo FITC por 1 h em temperatura ambiente. O nucleo celular foi
marcado com 4’, 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 300 uM, 5 min) a
temperatura ambiente. Os anticorpos primarios e secundarios foram
diluidos no tampao de bloqueio descrito acima. Os controles negativos foram
realizados com a omissao do anticorpo primario e incubacao apenas com o
anticorpo secundario. Nestas condicoes a marcacdao celular foi

completamente abolida.

Tabela 1 - Especificacoes dos anticorpos utilizados

Antigeno Fabricante, tipo, espécie em que foi produzido Diluicao do
e nimero de catalogo anticorpo
TLR2 Abcam, Monoclonal produzido em camundongo 1:50
(CAT: AB9100)
TLR6 Abcam, Policlonal produzido em coelho (CAT: 1:50
AB37072)
NF-kB p65 Santa Cruz Biotechnology, Policlonal produzido 1:100
(RelA) em coelho (CAT: sc-372x)
NF-kB RelB  Santa Cruz Biotechnology, Policlonal produzido 1:200
em coelho(CAT: sc-226x)
NF-kB c-Rel  Santa Cruz Biotechnology, Policlonal produzido 1:100
em coelho (CAT: sc-70x)
NF-kB p52 Santa Cruz Biotechnology, Policlonal produzido 1:100
em coelho (CAT: sc-298x)
NF-kB Abcam, Policlonal produzido em coelho (CAT: 1:100
pl00/pS52 AB7972)
NF-kB Abcam, Policlonal produzido em coelho (CAT: 1:100
p10S5/pS0 AB7971)
Bcl3 Santa Cruz Biotechnology, Policlonal produzido 1:300
em coelho (CAT: sc-185x)
IKK1 Santa Cruz Biotechnology, Policlonal produzido 1:100

em coelho (CAT: sc-7218)




IKK2 Abcam, Policlonal produzido em coelho (CAT: 1:100

ABS59195)
IRAK Abcam, Policlonal produzido em coelho (CAT: 1:50
AB238)
TIRAP Santa Cruz Biotechnology, Policlonal produzido 1:50
em coelho (CAT: sc-28822)
TRAF6 Merck Milipore, Monoclonal produzido em coelho, 1:50
(CAT: 04-452)
TRAF1 Santa Cruz Biotechnology, Policlonal produzido 1:50
em coelho (CAT: sc-7186)
IkB-alpha Santa Cruz Biotechnology, Policlonal produzido 1:100
em coelho (CAT: sc-371)
Caspase 8 Novus Biologicals, Policlonal produzido em coelho 1:50
(CAT: NBP1-05123)
MEK?7 Abcam, Monoclonal produzido em coelho (CAT: 1:50
AB52618)

A marcacao imuno-positiva foi observada usando microscépio confocal
(Zeiss, Baden-Wurttemberg, Alemanha) com a objetiva de imersao em 6leo
(40X). Para a excitacao do fluoréforo FITC utilizou-se laser argdnio no
comprimento de onda de 488 nm e filtro de emissao em 505. O laser
enterprise (UV) foi utilizado para excitacado do marcador DAPI no
comprimento de onda de 364 nm e a emissao verificada com filtro de 435-
485 nm. Foram obtidas 4 imagens de cada poco selecionadas aleatoriamente
contendo pelo menos 10 células viaveis. Este ensaio foi repetido duas vezes

com marcacgoes imuno-positivas semelhantes nos dois ensaios.

9. Extracao de proteina nuclear

Para a extracao de proteina nuclear, as glandulas pineais obtidas apos
o cultivo foram homogeneizadas individualmente em 100 uL de tampao de

lise (HEPES 10 nM, KC1 10 mM, EDTA 0,1 mM pH 8,0, glicerol 10%, DTT 1



mM e PMSF 0,1 mM) com auxilio de um homogeneizador e pistilo para tubo
plastico de 1,5 mL de volume. Em seguida, foi adicionado 12,5 uL de NP40
(10%) para auxiliar no processo de lise. Apos uma breve agitacao em vortex
as amostras foram incubadas em gelo por 15 min, centrifugadas (12000 g, 1
min, 4°C) e o sobrenadante, correspondente a fracao citoplasmatica do
extrato, descartado. O pellet formado foi entao ressuspenso em 50 uL de
tampao de lise e seguiu-se nova centrifugacao (12000 g, 1 min, 4°C).
Novamente o sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em
tampao de extracao nuclear (HEPES 10 mM, KCl 500 mM, EDTA 1 mM pH
8,0, glicerol 10%, DTT 1 mM, PMSF 0,1 mM). Apés incubacao por 15 min em
gelo sob agitacao, as amostras foram centrifugadas (20000 g, 5 min, 4°C) e o
sobrenadante contendo o extrato proteico nuclear foi transferido para um
novo tubo e armazenado a -20°C. A quantificacdo do conteuido de proteina
no extrato foi realizada a 280 nm usando o espectrofotometro ND-1000

(Nanodrop, Wilmington, DE, EUA).

10. Ensaio de eletromobilidade por retardo em gel

(EMSA, Electrophoretic Mobility Shift Assay)

Este ensaio foi utilizado para analise do conteiido nuclear de NF-«xB
em glandulas pineais e consiste na reacao de ligacao de proteinas do extrato
nuclear com a sequéncia de nucleotideos especifica para o fator de

transcricao NF-kB marcada com o radiois6topo 32P.



Nestes ensaios foram utilizados 6 ug de proteina, obtida por extracao
nuclear descrita anteriormente. Seguiu-se incubacao destas, com tampao de
ensaio (Tris-HCl 10 mM pH 7,5, MgCl> 1 mM, NaCl 50 mM, DTT 0,5 mM,
EDTA 0,5 mM, poli(dldC) 1 ug e glicerol 4%) por 20 min em temperatura
ambiente. Na sequéncia, as amostras foram incubadas por 30 min em
temperatura ambiente com aproximadamente 40000 cpm de sonda de
oligonucleotideo dupla-fita correspondente ao consenso para NF-«B (5’-
AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’, Promega, Madison, WI, EUA) marcado
com radioiso6topo. A marcacdo da sonda foi realizada previamente pela
incubacao do oligonucleotideo consenso para NF-kB com 1 uL de [y32P]-ATP
(atividade especifica 3000 Ci/mmol) na presenca da enzima T4
polinucleotideo quinase (10 U). Esta enzima substitui os fosforos do
oligonucleotideo por fosforo radioativo e o que nao € incorporado é removido
por coluna sefadex G-25 (GE Healthcare Life Sciences). Em seguida, foi
adicionado 2 uL de tampao de corrida (Tris-HCl 250 mM pH 7,5, glicerol 4%,
azul de bromofenol 0,2%). Os complexos proteina-DNA foram analisados em
gel de poliacrilamida nao-desnaturante, 6% de acrilamida:bisacrilamida
(37,5:1) por eletroforese (150V, 1h30min) em tampao 0,25 x de Tris-
borato/EDTA (TBE). Finalizada a corrida, o gel foi seco a vacuo, exposto ao
filme BIOMAX-MS (Kodak, Rochester, NY, EUA) em cassete apropriado por 2
a 4 dias a -80°C. Seguiu-se revelacao por imersao do filme em solucao
reveladora por 5 min (Kodak, Rochester, NY, EUA) e em solucao fixadora por
10 min (Kodak, Rochester, NY, EUA). As autoradiografias foram escaneadas
e quantificadas através do software Image J (download gratuito em

http:/ /rsb.info.nih.gov/ij).



A especificidade da sonda para NF-kB utilizada foi testada em ensaio
de competicao. A adicao de oligonucleotideo sem marcacao com radioisétopo
(para NF-kB), competiu com o oligonucleotideo marcado, favorecendo o
desaparecimento de ambos os complexos identificados. Ainda, a adicao do
oligonucleotideo nao relacionado (AP-1) sem marcacao com radioisétopo, nao
alterou a marcacao dos complexos, indicando a especificidade do complexo a
sequéncia de nucleotideos utilizada (Cecon et al., 2010; Da Silveira Cruz-

Machado et al., 2010; Carvalho-Sousa et al., 2011).

11. Ensaio de super-shift

A identificacao das subunidades de NF-kB nuclear presentes em
extratos de glandulas pineais tratadas na presenca de Zimosan (1,0 ug/mlL,
15 min) ou Pam3CSK4 (1,0 ug/mL, 15 min) foi realizada através de ensaio
EMSA com 6 ug de proteina provenientes de um pool de 4 extratos nucleares
de cada grupo experimental. Este ensaio (super-shift) foi realizado nas
mesmas condicoes descritas anteriormente. A diferenca foi a inclusao de
uma etapa, que consiste na incubacao com anticorpos especificos para cada
subunidade de NF-kB (2 pg/mL, 2 ulL por amostra, 45 min) antes da
incubacao com o tampao de ensaio. As demais etapas foram realizadas sem

alteracoes.



12. Determinacao de indolaminas por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O conteudo de melatonina induzido por noradrenalina presente no
meio de cultura em que glandulas pineais foram incubadas na auséncia
(veiculo) ou presenca de Zimosan (1 pg/mL, 13 h) ou Pam3CSK4 (1 ug/mL,
13 h) e estimuladas com noradrenalina (10 nM) foi determinado por HPLC
com deteccado eletroquimica. O sistema cromatografico (Waters, Mildford,
MA, EUA) foi operado isocraticamente em temperatura ambiente. A fase
movel para melatonina (acetato de so6dio 0,1 M, acido citrico 0,1 M, EDTA
0,15 mM e metanol 25%, pH 3,7) fluiu com fluxo de 0,50 mL/min, através
da coluna de fase reversa 5S-mm Resolve C18 (Waters, Mildford, MA, EUA). O
potencial do detector foi ajustado para +0,90 V versus eletrodo de referéncia
Ag/AgCl, acoplado a um computador para integracao dos dados. Foi injetado
20 uL do meio de cultura ou de padroes diretamente no sistema

cromatografico.

13. Determinacao do  conteudo circulante de

melatonina em modelos in vivo

O conteudo de melatonina no plasma foi determinado por ELISA
através de kit comercial (IBL, Hamburgo, Alemanha) seguindo as instrucoes

do fabricante. O limite de deteccao do kit de melatonina foi de 3,0 a 300

pg/mL.



14. Transcricao Génica

Estes experimentos foram realizados em glandulas pineais de ratos
eutanasiados ao longo de cinco pontos das fases claro e escuro ambiental:
ZTO0, ZT6, ZT12 na fase de claro (15 min antes do apagar das luzes), ZT12 na
fase de escuro (30 minutos apos o apagar das luzes) e no ZT18 (horario de
maior conteudo circulante de melatonina (Fernandes et al., 2009). A
extracao de RNA foi realizada utilizando-se o reagente TRIzol®, conforme
instrucoes do fabricante (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). De forma
resumida, as glandulas foram homogeneizadas em 100 pL de TRIzol® com
auxilio de um homogeneizador e pistilo para tubo plastico de 1,5 mL de
volume. Em seguida, o homogenato foi acrescido de 900 pL de TRIzol® e o
RNA foi isolado em outro tubo pela adicao de cloroféormio e centrifugacao
(12000 g, 15 min, 4°C). A precipitacdo do RNA foi realizada por isopropanol
seguida de nova centrifugacao (12000 g, 15 min, 4°C). Em seguida, o pellet
de RNA foi lavado por duas vezes com etanol 75% seguido de centrifugacao
(7500 g, 5 min, 4°C). Apos a remocao do etanol a amostra foi solubilizada
em agua de injecao estéril (Beker, Brasil). A quantificacao do RNA foi
realizada no espectrofotometro Nanodrop ND-1000 de acordo com as
instrucoes do equipamento e, em seguida, a amostra foi tratada com DNAse
de acordo com as recomendacoes do fabricante (Life Technologies, Carlsbad,
CA, EUA) e seguiu-se a realizacao da sintese de cDNA através do protocolo
da Super Script III de acordo com as recomendacdes do fabricante (Life

Technologies, Carlsbad, CA, EUA).



A expressao génica dos componentes da maquinaria de sinalizacao dos
TLRs foi determinada por kit comercial de arranjo de PCR em tempo real
“Rat Toll-Like receptor signaling pathway” (CAT: PARN-018A, SABioscience,
Frederick, MD, EUA) seguindo as instrucoes do fabricante no equipamento
iCycler 5 (BioRad). Os estudos com estes arranjos de PCR em tempo real
foram realizados com 3 pools por ponto analisado. Cada pool continha 3
amostras de cDNA diferentes e, portanto, foram utilizadas 9 glandulas
pineais para cada ZT examinado. Em cada placa de PCR fornecido no
arranjo havia 84 pocos referentes a 84 genes relevantes na sinalizacao dos
TLRs, cinco genes de referéncia (housekeeping genes: Rplpl, Rpll3a, Hprtl,
Ldha e Actb), e controles em cada placa para a determinacao de
contaminacdo com DNA genomico, qualidade de RNA e desempenho da
corrida de qPCR em cada ensaio. Neste ponto é importante ressaltar que esta
ferramenta se mostrou efetiva em analises que realizamos para determinar a
reprodutibilidade entre placas utilizando um mesmo pool de cDNAs. Além
disso, os resultados foram aprovados pelos controles providos em cada
ensaio. Quando observado que alguma corrida nao foi aprovada nos
controles do kit, novo ensaio foi realizado utilizando-se outras amostras.

Para a analise dos resultados da expressao circadiana dos genes
contidos neste arranjo de PCR, optamos pela utilizacdo do software GeNorm,
desenvolvido como um “add-in” para o Microsoft Excel, que permite
determinar o gene de referéncia mais estavel em um painel de genes de
referéncia provenientes no kit. Este software calcula o melhor gene de
referéncia baseado na média geométrica das expressoes (Vandesompele et

al., 2002). Apesar de todos os genes de referéncia terem apresentado uma



boa estabilidade, optamos por normalizar os dados pelo housekeeping gene
Rpl13, que foi o que nao apresentou variacao neste bloco experimental. Para
realizar o calculo que permitisse a comparacao entre os horarios avaliados
utilizamos o meétodo da razao de expressao relativa (http://relative.gene-
quantification.info) que analisa a razao entre a expressao dos genes de
interesse em cada ZT em relacao ao gene de referéncia. A analise estatistica
dos dados foi feita por analise de varidncia de uma via seguida de teste
Newman-Keuls comparando os diferentes grupos. Quando a variabilidade de
um dos grupos impedia detectar diferencas por esta analise, normalizamos
os dados pelo método Delta-Delta CT, utilizando o tempo em que havia a
maior expressdo génica como grupo controle. Em seguida, cada grupo teve
sua expressao normalizada com relacdo a este grupo (fold-change),
eliminando da analise o ponto de grande variabilidade. Nos experimentos em
que avaliamos os efeitos de mifepristona sobre a expressao génica
normalizamos os dados pelo método Delta-Delta CT, utilizando o grupo que
recebeu veiculo como grupo controle. Nestas condicoes utilizamos o gene
housekeeping Rpll3 para a normalizacdo da expressao génica. Na tabela 2,
apresentamos a lista de gene examinados, bem como o nimero de acesso no

GenBank.

Tabela 2: Genes examinados no arranjo de qPCR “Rat Toll-Like receptor

signaling pathway”

GenBank Simbolo Nome do Gene Aliases
NM_001007798 Btk Bruton agammaglobulinemia tyrosine -
kinase
NM_022277 Casp8 Caspase 8 -
NM_031530 Ccl2 Chemokine (C-C motif) ligand 2 MCP-1, Scya2, Sigje
NM_021744 Cdl4 CD14 molecule -

NM_012926 Cd80 Cd80 molecule B7-1




NM_020081
NM_024125

NM_001107588

NM_001005897
NM_053852.1

NM_017104
NM_139089
NM_152937
NM_022197
NM_012963

NM_001098241
NM_031971

NM_022229
NM_001014786
NM_019127
NM_138880
NM_053355

NM_012854
NM_053390
NM_017019
NM_031512
NM_013123
NM_053836
NM_012589
NM_017020
NM_001127555
NM_001025422
NM_012591
NM_001006969
NM_021835
NM_145095

NM_001106786
NM_001097582
NM_080769
NM_001106405
NM_001024279
NM_012798
NM_001100674
NM_001030023
NM_053887
NM_001107920
NM_001106904.1

NM_053829.1
NM_001100673

NM_017322
NM_198130

NM_001276711.1
NM_001105720

NM_030867

Cd86
Cebpb

Chuk

Clec4e
Csf2

Csf3
CxcllO
Fadd
Fos
Hmgb1

Hras
Hspala

Hspdl
Ifnal
Ifnb1

Ifng
Ikbkb

1o
Il12a
Illa
Iiib
Ilirl
12
16
Ii6r
Irak1
Irak2
Irfl
Irf3
Jun
Kcenh8

Tbk1
Tlr7
Lta

Cd180

Ly96

Mal
Map2k3
Map2k4
Map3k1
Map3k7
Map4k4

MapkS8
Mapk8ip3

Mapk9
Myd88

Nfkb1
Nfkbia

Nfkbib

CD86 molecule

CCAAT /enhancer binding protein (C/EBP),
beta

Conserved helix-loop-helix ubiquitous
kinase

C-type lectin domain family 4, member e
Colony stimulating factor 2 (granulocyte-
macrophage)

Colony stimulating factor 3 (granulocyte)
Chemokine (C-X-C motif) ligand 10

Fas (TNFRSF6)-associated via death domain
FBJ osteosarcoma oncogene

High mobility group box 1

Harvey rat sarcoma virus oncogene
Heat shock 70kD protein 1A

Heat shock protein 1 (chaperonin)
Interferon-alpha 1

Interferon beta 1, fibroblast

Interferon gamma

Inhibitor of kappa light polypeptide gene
enhancer in B-cells, kinase beta
Interleukin 10

Interleukin 12a

Interleukin 1 alpha

Interleukin 1 beta

Interleukin 1 receptor, type I

Interleukin 2

Interleukin 6

Interleukin 6 receptor

Interleukin-1 receptor-associated kinase 1
Interleukin-1 receptor-associated kinase 2
Interferon regulatory factor 1

Interferon regulatory factor 3

Jun proto-oncogene

Potassium voltage-gated channel, subfamily
H (eag-related), member 8

TANK-binding kinase 1

Toll-like receptor 7

Lymphotoxin alpha (TNF superfamily,
member 1)

CD180 molecule

Lymphocyte antigen 96

Mal, T-cell differentiation protein

Mitogen activated protein kinase kinase 3
Mitogen activated protein kinase kinase 4
Mitogen activated protein kinase kinase
kinase 1

Mitogen activated protein kinase kinase
kinase 7

Mitogen-activated protein kinase kinase
kinase kinase 4

Mitogen-activated protein kinase 8
Mitogen-activated protein kinase 8
interacting protein 3

Mitogen-activated protein kinase 9
Myeloid differentiation primary response
gene 88

Nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells 1

Nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha
Nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells inhibitor, beta

B7-2

Il6dbp, LAP, NF-IL6,

TCF5

Clecsf9, Mincle
Gm-csf, Gmcesf

IP-10, Scyb10
Mort1
c-fos
Ac2-008, Hmgl,
MGC93598,
MGC93599
HRAS1, c-H-ras
HSP72, Hsp70-1,
Hspal, Hspalb
Hsp60, Hspd1-30p
IFN-alphal
Ifnb
IFNG2
AIM-1, IKK2

IL10X
IL-1 alpha

ILg6, Ifnb2
IL6R1, Il6ra
RGD1563841

MGC94729
ELK3, Elk1, Ets-1
RGD1563357
Tnfb
Ly78
MD-2
MALGENE

MKK4
Mekk1

Tak1

JNK
JIP3, JSAP1

SAPK

NF-kB
RL, IF-1

MGC93398




NM_212509
NM_001108133
NM_017323

NM_001100565
NM_053373
NM_013196

NM_019335

NM_017232
XM_223688

NM_199267
NM_001008349
NM_001191865.1
NM_053588

NM_001105817
NM_001108890
NM_001172120
NM_198769
NM_198791
NM_019178
NM_001145828
NM_207604
NM_198131
NM_012675

NM_013091

NM_001024771
NM_001109668
NM_001100480
NM_001107754
NM_053928

NM_001110345.2
NM_001007604
NM_012583

NM_173340
NM_017025
NM_031144

Nfkbill
Nfrkb
Nr2c2

Pelil

Pglyrp1
Ppara

Eif2ak2

Ptgs2
Rel

Rela
Nfkb2
Ripk2

Rnf138

Sarm1
Ticam?2
Tir1
Tir2
Tlr3
Tir4
Tlr5
Tlr6
TIlr9
Tnf

Tnfrsfla

Tnip2
Tollip
Tradd
Traf6
Ube2n

Ube2vl

Rplp1
Hprtl

Rpli3a
Ldha
Actb

Nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells inhibitor-like 1
Nuclear factor related to kappa B binding
protein

Nuclear receptor subfamily 2, group C,
member 2

Pellino 1

Peptidoglycan recognition protein 1
Peroxisome proliferator activated receptor
alpha

Eukaryotic translation initiation factor 2-
alpha kinase 2
Prostaglandin-endoperoxide synthase 2
V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene
homolog (avian)

V-rel reticuloendotheliosis viral oncogene
homolog A (avian)

Nuclear factor of kappa light polypeptide
gene enhancer in B-cells 2, p49/p100
Receptor-interacting serine-threonine
kinase 2

Ring finger protein 138

Sterile alpha and TIR motif containing 1
Toll-like receptor adaptor molecule 2
Toll-like receptor 1

Toll-like receptor 2

Toll-like receptor 3

Toll-like receptor 4

Toll-like receptor 5

Toll-like receptor 6

Toll-like receptor 9

Tumor necrosis factor (TNF superfamily,
member 2)

Tumor necrosis factor receptor superfamily,
member la

TNFAIP3 interacting protein 2

Toll interacting protein
TNFRSF1A-associated via death domain
Tnf receptor-associated factor 6
Ubiquitin-conjugating enzyme E2N (UBC13
homolog, yeast)

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1
Ribosomal protein, large, P1

Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

Ribosomal protein L13A
Lactate dehydrogenase A
Actin, beta

Tr4

Pglyrp, Pgrp
PPAR

Pkr, Prkr

COX-2, Cox2

NFkB

MGC93816,
RGD1307189

MGC72355, Rsd4,
Trif

MGC124630,
RATTNF, TNF-alpha,
Tnfa
MGC105478, Tnfrl

MGC93937

MGC72935
Hgprtase, Hprt,
MGC112554

Ldh1
Actx

15. Analise estatistica

Os resultados estao apresentados como média * erro padrao da média

(e. p. m.). As médias foram obtidas a partir de, no minimo trés amostras em

cada grupo experimental. A comparacao entre duas médias foi realizada pelo



teste “t” de student. A comparacao entre mais de duas médias foi realizada
por analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida de pos-teste Newman-
Keuls, calculados pelo software GraphPad Prism 5.0. As amostras foram
consideradas significativamente  diferentes quando  apresentavam

probabilidade de P<0,05.



Resultados



IV. RESULTADOS

1. Caracterizacao da expressao génica circadiana de
mediadores inflamatorios em glandulas pineais de

rato

A caracterizacao da expressao circadiana de 84 genes relacionados a
via dos receptores TLRs e NF-«B foi avaliada ao longo de cinco pontos nas
fases de claro ou escuro: ZTO, ZT6, ZT12 na fase de claro (ZT12C, 15
minutos antes do apagar das luzes), ZT12 na fase de escuro (ZT12E, 30
minutos apos o apagar das luzes) e no ZT18 (horario de maximo conteudo
circulante de melatonina). A seguir, apresentamos os 84 genes de interesse
analisados neste arranjo de qPCR: 8 genes de receptores da familia TLRs
(Tlr1, Tlr2, Tlr3, Tlr4, Tlr5, Tlr6, Tlr7, Tir9); 38 genes de adaptadores ou
efetores que participam da via intracelular de sinalizacao via TLRs (Btk,
Casp8, Cebpb, Cd14, Cd180, Cd80, Cd86, Clec4e, Chuk, Eif2ak2, Fadd, Fos,
Hras, lkbkb, Irakl1, Irak2, Irfl, Irf3, Jun, Kcnh8, Ly96, Mal, Myd88, Nr2c2,
Ppara, Pelil, Pglyrpl, Ripk2, Rnf138, Sarml, Tbkl, Ticam2, Tnip2, Tollip
Tradd, Traf6, Ube2n, Ube2v1), 8 genes de membros da familia NF-kB (Nfkb1,
Nfkbia, Nfkbib, Nfkbill, Nfrkb, Rel, Rela, e Nfkb2), 8 genes de membros
familia das MAPKs (Map2k3, Map2k4, Map3kl, Map3k7, Map4k4, Mapks8,

Mapk8ip3, Mapk9), 19 genes de citocinas (Ccl2, Csf2, Csf3, Cxcl10, Hmgb]l,



Hspala, Hspdl, 1l1a, Il1b, 112, 116, 1110, 1l12a, Ifnal, Ifnb, Ifng, Lta, Ptgs2 e

Tnf) e trés genes de receptores de citocinas (IlIr1, Il6r e Tnfrsflaq).

Do total dos genes examinados, 7 deles nao foram expressos (Il1a, 116,

Ifnal, Ifnb, Ifng, Tnf e TIr5), outros 7 genes foram expressos, mas nao

apresentaram variacao circadiana (Cd80, Csf2, Csf3, 1110, Lta, RelA, e Tir9)

enquanto outros 70 genes foram expressos de forma ritmica na glandula

pineal de ratos (Figura 5).

Expressos Ritmicamente

Familia TLRs:
Tir, Tle2, Tir3, Tird, Tir6, e Tir7

Adaptadores e Efetores de sinalizagdo:

Btk, Casp8, Cebpb, Cd14, Cd180, Cd86, Clecde,
Chuk, Eif2ak2, Fadd, Fos, Hras, Irakl, Irak2,
Irf1, Irf3, Jun, Kenh8, Ly96, Mal, Myd88, Nr2c2,
Ppara, Pelil, Pglyrpl, Ripk2, Rnf138, Sarml,
Thk1, Ticam2, Tnip, Tollip Tradd, Traf6, Ube2n,
Ube2vi

Familia NF-kB:
lkbkb, Nfkbl, Nfkbia, Nfkbib, Nfkbill, Nfrkb,
Rel, e Nfkb2

Familia MAPK:
Map2k3, Map2k4, Map3k1, Map3k7, Map4k4,
Mapk8, Mapk8ip3, Mapk9

Citocinas:
Ccl2, Cxcl10, Hmgbl, Hspala, Hspdl1, lilb, 112,
1120 e Ptgs2

Receptores de Citocinas:
H1r1, ll6r e Tnfrsfla

70

Sem Expressao

Familia TLRs:
Tir5

Citocinas:
il1a, ll6, Ifnal, Ifnb, ifng e Thf

Expressos sem Ritmo

Familia TLRs:
Tir9

Adaptadores e Efetores de
Sinalizagdo:
Cd80

Citocinas:
Csf2, Csf3, ll10 e Lta

Familia NF-kB:
|_RelA

Figura 5: Diagrama da Expressao génica constitutiva em glandulas pineais de

ratos determinada pelo arranjo de PCR “Toll-Like receptor signaling pathway”

(SABioscience, Frederick, MD, USA).



- Receptores do tipo Toll (TLRs)

A familia de TLRs € conservada evolutivamente e reconhecem padroes
moleculares associados a patogenos (PAMPs, do inglés, Pathogen-Associated
Molecular Patterns) derivados de diversos agentes agressores exogenos ao
organismo (Kawai e Akira, 2007). Ainda, recentes evidéncias indicam que
estes receptores podem reconhecer também componentes endoégenos ao
organismo, como proteinas e peptideos (por exemplo, as heat shock proteins
60 e 70, ou a proteina high-mobility group Bl, HMGB1), acidos graxos,
lipoproteinas, proteoglicanos, glicosaminoglicanos e acidos nucléicos. A lista
destes “padrdes moleculares associados a sinais de perigo” (DAMPs, do
inglés, Danger-Associated Molecular Patterns) aumenta a cada dia (revisto
por Trotta et al., 2014).

Neste contexto, a observacao de que a glandula pineal esta equipada
para reconhecer componentes exogenos e endogenos, possibilita especular
sobre a organizacdo do sistema circadiano em diferentes quadros
fisiopatologicos, tais como obesidade, doencas neurodegenerativas e auto-
imunes. De fato, nossos resultados prévios descrevem a expressao do
receptor TLR4 em pinealocitos, microglia e astrocitos da glandula pineal de
ratos e os mecanismos que regulam a sintese de melatonina na pineal frente
a ativacao deste receptor (Da Silveira Cruz-Machado et al., 2010, 2012).

A avaliacado da expressao de genes codificadores dos receptores do tipo
toll mostrou que sete de oito genes dessa familia sdo constitutivamente
expressos em glandulas pineais. Apenas o receptor TLRS nao apresenta
expressao endogena em nossas condicoes experimentais, e o receptor TLR9

nao apresentou um perfil de expressao ritmica ao longo do dia. Em relacao




ao padrao de expressao, os genes Tirl, Tir2, Tlr3, Tlr4, e Tlr6 apresentam
expressao ritmica com aumento gradativo durante a fase de claro e reducao
rapida na expressao assim que as luzes sao apagadas (ZT12E),

permanecendo baixos durante toda a fase de escuro (ZT12E e ZT18) (Figura
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Figura 6: Expressao circadiana dos receptores TLRs em glandulas pineais
de ratos. Os experimentos foram realizados com trés pools por ponto
provenientes de trés amostras de cDNA em cada pool. Os resultados estao
apresentados como média + E.P.M da razao da expressao relativa ou da média +
E.P.M do fold-change. A significancia estatistica esta apresentada no grafico e foi

calculada por Analise de Variancia de uma via seguida de pos-teste de Newman-



Keuls. * representa P<0,05 comparado ao grupo controle (maior expressao). N=3
em cada ponto. O eixo X representa o Zeitgeber Time. NS: Nao estatisticamente

significativo.

- Adaptadores e Efetores da sinalizacao via TLRs

Os receptores TLRs sao conhecidos por compartilhar adaptadores e
efetores citoplasmaticos. O recrutamento inicial dos efetores para a
transducao do sinal induz interacoes proteina-proteina que podem ativar as
cascatas de sinalizacdao dos fatores de transcricao NF-«B, MAPKs e outras
(revisto por Kawasaki e Kawai, 2014). Dentre os 38 genes dos adaptadores e
efetores avaliados, determinamos que 37 desses sao expressos de forma
ritmica, com algumas diferencas no padrao desta expressao: 35 genes
apresentam expressdo maior durante a fase de claro comparado a fase de
escuro. O gene Cd180 apresenta maior expressao no inicio da fase de claro,
comparado ao final da fase de claro ou durante toda a fase de escuro. Por
outro lado, nao observamos ritmo na expressao do gene Cd80, apesar da
falta de expressao no ZT6. Ainda, o gene Irak2 foi o unico entre os genes
efetores que apresentou maior expressao durante a fase de escuro
comparado a expressao diurna. Neste ponto € importante ressaltar que os
principais genes codificadores de proteinas que interagem com o receptor
TLR4 na membrana celular (gene CdI4 que codifica a proteina CD14 e o
gene Ly96 que codifica a proteina MD-2) possuem padrdao de expressao
semelhante ao do receptor transmembrana. Quando presentes, estes
adaptadores podem aumentar a eficiéncia na interacdo do LPS ao TLR4

(Huyton et al., 2007). E interessante observar também que dentre os genes



codificadores dos adaptadores imediatos que interagem aos dominios
intracelulares dos TLRs, os genes Myd88, (que codifica a proteina de mesmo
nome), Mal (que codifica a proteina TIRAP), Rnf138 (que codifica a proteina
TRIF), e Ticam2 (que codifica a proteina TRAM) apresentam maior expressao
na fase de claro ambiental.

A convergéncia dos sinais gerados frente a ativacdo dos TLRs atua
sobre as quinases inibitorias kappa B (IKK1 ou IKK2, codificados pelos genes
Chuk ou Ikbkb, respectivamente). Também observamos que estes genes
apresentam padrao de expressao semelhante aos genes que codificam

proteinas que estdo upstream a via de sinalizacao (Figuras 7 e 8).
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significAncia estatistica esta apresentada no grafico e foi calculada por Analise

de Variancia de uma via seguida de pos-teste de Newman-Keuls.

10 Clec4e
5
0
0 [ 12 18
T
20001 ;o
1000
0 6 12 18
T
400 Lyga
200
0.
0 6 12 18
bas
300 \yass
150%
0.
0 6 12 18
Fas

1000 pgyj
500
i) 6 12 18
ZT
180 pglyrp 1
75
0
0 6 12 18
ran

o

Razao da Expressiao Relativa

(=]

Fold-change
e e =
= @ B
*
*

Fold-change

Fold-change

Fold-change

=

Razao da Expressao Relativa

Fold-change

Fold-change

=

%1 Clecde

0 12C 12E
1.5 I3
1.0
0.5] %% *%

*%

0 12C 12E 18

151196
1.0 "%k %

0.5 *k

0
0 12C 12E 18

5 Myd8s

1.0
0.5

0.0-

0 12C 12E
8 Pelit
1.0
0.5] Jeg %

* %k

0 12C 12E 18

1.5

Pglyrp1
1.0

0.5 F*%k

0.0
0 12C 18

150

75

0

500

250

0

800

400

0

150

75

0

400

200

0

80

40

0

Ppara I
0 6 12 18
zr
Ripk2 I
0 6 12 18
ZT
Rnf138 I
) 6 12 18
T
Sarm1 l
0 6 12 18
zT
Thip2 I
0 6 12 18

T
Ube2n I
0 6 12 18
T

Fold-change

Fold-change

:

Fold-change

Fold-change

A
)
*

Fold-change

e

o o o
*
*
*

Fold-change

7,

Ppara

0
0 12C 12E 18

%1 Ripk2
10

0.5

0.
12C 12E 18

"*1Rnf138
1.

0.

o

kel * *%x

0
0 12C 12E 18

1% Sarm1
0.5

0.0
12C 18

'8 Thip2

1.

0. *

0 12C 12E 18

51 Ube2n

dk
0.5

LX)}
12¢ 18

Figura 8: Expressao circadiana dos adaptadores e efetores da via dos TLRs

em glandulas pineais de ratos (continuacao).

Os experimentos foram

realizados com trés pools de trés amostras de cDNA provenientes de nove

pineais. Os resultados estdo apresentados como média + E.P.M da razdao da

expressao relativa ou pela média £ E.P.M do fold-change calculados em relacao

ao ZT com maior expressado. * representa P<0,05 comparado ao grupo controle

(maior expressao).



- Fator de transcricao NF-xB

Na figura 9, apresentamos os resultados referentes a analise da
transcricao de 8 genes da familia NF-kB. Com excecao do gene RelA, todos os
genes desta familia apresentam ritmo circadiano (Nfkbl, Nfkb2 e Rel). O
ritmo na expressao do gene Nfkbl (que codifica a subunidade pS50) é
semelhante ao observado para seu conteudo proteico em glandulas pineais
de rato (Cecon et al., 2010). Esta subunidade é a unica que esta
constitutivamente expressa na glandula pineal em condicoes de higidez
(Cecon et al., 2010). Em relacado a expressao de RelA na pineal, sua ativacao
€ conhecida por ocorrer apenas na vigéncia de estimulo inflamatério (Da
Silveira Cruz-Machado et al., 2010, 2012; Carvalho-Sousa et al., 2011). Em
nossos resultados nao observamos ritmo para o gene que codifica esta
proteina (RelA). Outros genes que codificam proteinas regulatorias desta via
como Nfrkb e NFkbill também possuem maior expressao na fase de claro.

As IkappaBs classicas (IkB-alfa codificado pelo gene Nfkbia, e IkB-beta
codificado pelo gene Nfkbib) atuam no citoplasma mantendo os dimeros de
NF-kB inativos. Por outro lado, as IkBs podem também regular a desativacao
desta via, tendo sua transcricao e subsequente traducao aumentadas para
que, ao migrarem para o nucleo celular, removam a ligacao das subunidades
de NF-«xB ao DNA (revisto por Hinz e Scheidereit, 2014). Nossos dados
demonstram que o ritmo da expressao génica para estas proteinas é coerente
com o observado para as proteinas da familia NF-kB. Na transicao da fase de
claro para o escuro, ha uma queda abrupta na expressao génica de Nfkbia e
uma subsequente tendéncia em aumento durante o ZT18. Este gene € o

unico membro desta familia que aumenta na fase de escuro. E possivel que a




codificacdo deste gene em proteina seja um mecanismo adicional para o

controle de baixos niveis de p50 na glandula pineal na fase de escuro (Cecon

et al., 2010), constituindo uma

ativacao do NF-«xB.
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Figura 9: Expressao circadiana da familia NF-kB em glandulas pineais de

ratos. Os experimentos foram realizados com trés pools de trés amostras de

cDNA provenientes de nove pineais. Os resultados estdo apresentados como

meédia £ E.P.M da razdo da expressao relativa ou pela média + E.P.M do fold-

change calculados em relacao ao ZT com maior expressao. * representa P<0,05

comparado ao grupo controle (maior expressao).



- Familia MAPK

Neste trabalho também apresentamos os resultados relativos a outros
fatores de transcricao expressos ritmicamente na glandula pineal. Chama a
atencao que os genes que codificam proteinas da familia MAPKs também sao
expressos de forma ritmica. Esta familia de proteinas pode atuar em
cooperacao com a sinalizacao do NF-kB (Barchowsky et al., 2000; Mikami et
al., 2006). Na Figura 10 apresentamos os resultados referentes a expressao
dos genes Map2k3, Map2k4, Map3kl1, Map3k7, Map4k4, Mapk8, Mapk8ip3 e
Mapk9. O padrao de expressao destes genes também apresenta aumento
gradativo do conteudo transcricional durante a fase de claro e rapida

reducao na expressao apos o apagar das luzes.
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Figura 10: Expressao circadiana da familia MAPK em glandulas pineais de

ratos. Os experimentos foram realizados com trés pools de trés amostras de

cDNA provenientes de nove pineais. Os resultados estdo apresentados como

meédia + E.P.M da razado da expressao relativa ou pela média + E.P.M do fold-

change calculados em relacdo ao ZT com maior expressdo. * representa P<0,05

comparado ao grupo controle (maior expressao).



- Citocinas

Na Figura 11, apresentamos os resultados referentes a expressao
constitutiva de genes que codificam citocinas na glandula pineal de ratos. A
glandula pineal apresenta baixo conteudo de expressao relativa para os
genes codificadores de citocinas (ao compararmos com os outros genes
avaliados). Além disso, nao foi observada expressao génica constitutiva para
6 dos 19 genes de citocinas avaliados em nenhum dos tempos examinados:
Ilia, 16, Ifnal, Ifnb, Ifng e Tnf. Além disso, outros 4 genes foram expressos,
mas nao apresentaram ritmo circadiano em sua expressao: Csf2, Csf3, 1110 e
Lta. Por outro lado, a glandula pineal expressa ritmicamente os genes
Hmgbl, Hspala, Hspdl e Cxcll0. Chamam a atencado os trés primeiros
genes, uma vez que codificam proteinas que sao ligantes endogenos para os
TLRs. Outros genes que apresentaram expressao ritmica foram: Ccl2, Il1b,
Il12a, 112 e Ptgs2. Estes genes também apresentaram maior expressao na

fase de claro comparada a fase de escuro.



800

* Cel2 Y Csf2 ® Csf3 Cxcl10
25 2 3 4004

s 0- od o

o & 12 18

o
-]
=
n
=
-]

0 0 6 12 18

N.D,
6 12 18
zr zr
500 Hmgb1 15000 Hspata 3000
250 7500
0 0
0 6 12 18 0 6 12 18
zr zT
0 6 12 18
T

Hspd1 “1I1b

1500

*1n10 I12a

25] 10

0 [}

0 6 12 18
T

- Ptgs2 % ptgs2
1.0

30 ; .
0.5

00 6 12 18 oo 12C  12E

T

Figura 11: Expressao circadiana constitutiva de citocinas em glandulas

Razao da Expressao Relativa

Fold-change

pineais de ratos. Os experimentos foram realizados com trés pools de trés
amostras de cDNA provenientes de nove pineais. Os resultados estao
apresentados como média + E.P.M da razédo da expressao relativa ou pela média
t E.P.M do fold-change calculados em relacdo ao ZT com maior expressao. *

representa P<0,05 comparado ao grupo controle (maior expressao).

- Receptores de Citocinas

Neste trabalho também avaliamos a expressdao de 3 genes de
receptores de citocinas importantes na montagem da resposta inflamatoria:
Ilirl (que codifica o receptor para Interleucina 1 beta do tipo 1), Il6r (que
codifica o receptor para a interleucina 6) e Tnfrsla (que codifica o receptor

para TNF, TNFR1). Nossos dados demonstram que estes receptores também



sao expressos ritmicamente e de forma semelhante aos TLRs. Nossos
resultados confirmam evidéncias anteriores de que a pineal expressa o
receptor TNFR1 e ainda expande o entendimento de que este receptor é

expresso de forma ritmica na glandula pineal (Figura 12).
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Figura 12: Expressao circadiana constitutiva de receptores de citocinas em
glandulas pineais de ratos. Os experimentos foram realizados com trés pools
de trés amostras de cDNA provenientes de nove pineais. Os resultados estao
apresentados como média + E.P.M da razdo da expressao relativa ou pela média
+* E.P.M do fold-change calculados em relacdo ao ZT com maior expressao. *

representa P<0,05 comparado ao grupo controle (maior expressao).



Em conjunto, os resultados obtidos com a caracterizacao da expressao
das vias de sinalizacdo TLRs/NF-kB sugerem que o repertorio ritmico que
atua no controle circadiano da funcao da glandula pineal também modula a
expressao de genes relacionados a resposta inflamatoria. Ainda, indica um
programa transcricional para o reconhecimento de mediadores inflamatoérios
gerando sinais que possam permitir a regulacao da producao de melatonina.
A seguir, caracterizamos a expressao protéica de 14 destes genes em

pinealocitos, as células produtoras de melatonina.

2. Expressao proteica de componentes da maquinaria de

sinalizacao via TLRs e NF-kB em pinealocitos de rato

Tendo verificado a expressao génica dos componentes da sinalizacao
dos TLRs, realizamos experimentos de imunocitoquimica em cultura de
pinealocitos e analisamos por microscopia confocal para verificar se as
células produtoras de melatonina na glandula pineal também expressam
proteina para 14 entre os 84 genes avaliados. Os animais foram
eutanasiados no ZT10 (final da fase de claro). Em trabalhos recentes,
demonstramos que pinealocitos expressam CD14, TLR4 e TNFR1 (Carvalho-
Sousa et al., 2011; Da Silveira Cruz-Machado et al., 2012). Neste trabalho foi
possivel verificar que pinealocitos também expressam os receptores de
membrana TLR2 e TLR6, bem como os principais adaptadores para a

sinalizacao intracelular (IKK1, IKK2, IRAK, TIRAP, TRAF6, TRAF1, Caspase 8



e MEK7). Em relacao aos membros da familia de proteinas inibitorias kappa
B, observamos que pinealocitos expressam IkB-alfa, a subunidade de NF-xB
p100 e p105. A proteina p100 atua como repressor do NF-kB no citoplasma,
mas pode ser clivada em pS52, enquanto pl10S pode ser clivada em pS0.
Confirmamos a presenca da subunidade pS2 em pinealocitos, e ja €
conhecido que estas células expressam a subunidade pS0O (Cecon et al.,
2010). Verificamos ainda que as proteinas RelA, RelB e c-Rel também sao

expressos em pinealocitos (Figura 13).
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Figura 13: Imagens representativas da expressio proteica dos
componentes da maquinaria de sinalizacao dos TLRs em pineal6citos de
rato. As células foram observadas por microscopia confocal. Marcacao em verde
representa imunofluorescéncia emitida pelo anticorpo secundario conjugado ao
fluoroforo FITC. Marcacao em azul representa a imunofluorescéncia emitida por

DAPI, marcador de nucleo celular. N = 3 culturas diferentes. Escala = 10 pm.



3. Ativacao de receptor de glicocorticéoides (GR) modula a
expressao de genes inflamatorios e a sintese de

melatonina na gldandula pineal.

Os efeitos de glicocorticoides sobre a glandula pineal ja foram
estudados e os resultados demonstram que a adrenalectomia abole o ritmo
noturno na sintese de melatonina (Lopes et al., 1997), que glandulas pineais
de rato expressam GR (Ferreira et al., 2005) e que corticosterona potencia a
sintese de melatonina tanto in vitro (Ferreira et al., 2005) quanto via infusao
direta deste hormonio na glandula pineal por microdialise (Fernandes et al.,
2009). Mais recentemente foi determinado auséncia de ritmo na expressao
do NF-«kB em pineais de rato quando os animais sdao mantidos em escuro
constante (Cecon et al., 2010). Nestas condicoes, durante as 24 horas do
horario circadiano (CT, do inglés, Circadian Time) nao é detectado aumento
cumulativo no conteudo de NF-kB como ocorre quando os animais sao
mantidos em ciclo de claro/escuro (Cecon et al., 2010). No entanto, quando
os animais em escuro constante entram em atividade (CT12) é observada a
maxima deteccao de corticosterona no plasma e uma reducao no conteudo
de NF-kB nas pineais de rato (Cecon, 2010). De fato, corticosterona bloqueia
o NF-kB na glandula pineal para aumentar a sintese de melatonina (Ferreira
et al., 20095). Visto que a glandula pineal esta sob o efeito de glicocorticoides
e que a principal variacao na transcricao dos genes ocorre na transicao

claro/escuro, examinamos o efeito do bloqueio de GR sobre a expressao dos



84 genes analisados anteriormente para avaliar se este receptor regula o
conteudo transcricional nesta transicao.

Nossos resultados indicam que 13 dos 84 genes sao influenciados pelo
bloqueio de GR mediado por mifepristona. Dos genes modulados, 12 deles
haviam sido demonstrados como expressos ritmicamente na glandula pineal
de ratos: Tir1, Tlr2, Tlr4, Myd88, Mal, Ilir1, Il6r, Il1b, Casp8, Cxcl10, Eif2ak2
e Mapk8ip3. O unico gene modulado pelo bloqueio de GR que nao era
expresso ritmicamente € o gene Cd80. Observamos que, exceto o gene
Mapk8ip3, todos os demais genes possuem sua expressao aumentada por
mifepristona. Nossos resultados sugerem que a acdao do GR na pineal
durante a transicdo do claro para o escuro € relevante para modular a

expressao de um programa transcricional de genes inflamatérios (Figura 14).
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Figura 14: Efeitos de mifepristona sobre a expressiao de genes da via

TLRs/NF-xB na fase de escuro do ZT12 em glandulas pineais de rato. A)



Protocolo experimental para o bloqueio de GR por mifepristona (10 mg/kg)
injetada por via intraperitoneal no ZT18 e ZT11 anteriores ao horario de
eutanasia dos animais. O grupo controle recebeu duas injecoes (nos mesmos
horarios) do veiculo de mifepristona. Os animais foram eutanasiados na fase de
escuro, 30 minutos apos o apagar das luzes. B) Expressao dos 13 genes
regulados pelo bloqueio de GR. Os experimentos foram realizados com trés
amostras de cDNA em cada grupo. Os resultados estdo apresentados como
média £ E.P.M do fold-change calculados em relacdo ao veiculo. * representa
P<0,05 comparado ao grupo veiculo. # representa P<0,01 comparado ao grupo

veiculo.

Avaliamos ainda o efeito do bloqueio de GR sobre a sintese de
melatonina no ZT18 (Figura 15). Nestas condicboes, observamos que o
conteudo circulante de melatonina no grupo controle (veiculo, 252,1 + 12,05
pg/mL) é reduzido em aproximadamente 31% no grupo que recebeu o

bloqueio de GR (mifepristona, 175,4 + 24,9 pg/mlL).
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Figura 15: Efeitos de mifepristona sobre a producao de melatonina. A)
Protocolo experimental para o bloqueio de GR por mifepristona (10 mg/kg)
injetada por via intraperitoneal no ZT18 e ZT11 anteriores ao horario de
eutanasia dos animais. O grupo controle recebeu duas injecoes (nos mesmos
horarios) do veiculo de mifepristona. Os animais foram eutanasiados na fase de
escuro no ZT18. B) Conteuido plasmatico de melatonina nos grupos que
receberam veiculo ou mifepristona. Como apresentado, o bloqueio de GR reduz
o conteudo plasmatico noturno de melatonina. Os resultados estao

apresentados como média + E.P.M. N=5 animais em cada grupo.



4. Efeitos da ativacao dos ligantes de TLR1/TLR2
(Pam3CSK4) ou TLR2 e TLR6 (zimosan) na glandula

pineal de ratos

Até o momento nossos resultados demonstram a expressao circadiana
de mediadores inflamatorios na glandula pineal de ratos em condicoes de
higidez. A seguir, examinamos se mediadores inflamatorios via TLR1, TLR2
ou TLR6 também regulam a producao de melatonina a exemplo do receptor
TLR4 (Da Silveira Cruz-Machado et al., 2010, 2012). Utilizamos o
lipopeptideo bacteriano sintético Pam3CSK4, conhecido por atuar em
heterodimeros TLR1/TLRS ou o componente de membrana de leveduras,

zimosan, que atua via TLR2 e TLR6.

- Efeitos sobre o fator de transcricao NF-xkB:

Através da técnica de ensaio de eletromobilidade em gel (EMSA)
avaliamos a translocacao do fator de transcricio NF-kxB em extratos
nucleares de glandulas pineais de rato mantidas em cultura por 48 horas,
tratados com veiculo ou com os respectivos ligantes: Pam3CSK4 (Figura 16,
1 pg/mL, 5 a 120 minutos) ou Zimosan (Figura 17, 1 pg/mL, 5 a 120
minutos). Foi verificada a formacao de trés complexos DNA-proteina (C1, C2
e C3). A quantificacao densitométrica demonstra que Pam3Csk4 promove
aumento rapido na translocacao nuclear do NF-kB (Figura 16), cujo aumento

ocorre entre 15 e 60 minutos em todos os complexos detectados.
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Figura 16: Efeitos dos ligantes de TLR1/TLR2 (Pam3CSK4) sobre a
translocacao nuclear do NF-kB em cultura de glandulas pineais de rato.
Glandulas pineais de rato em cultura foram tratadas com Pam3Csk4 (1 pg/mL,
37°C, 5% CO») pelos tempos indicados (zero a 60 min). A) Imagem representativa
da autoradiografia obtida em extratos nucleares por EMSA utilizando
oligonucleotideo para NF-kB marcado com radioisétopo 32P e evidenciando a
formacao de trés complexos proteina-DNA (NF-«xB C1, C2 e C3). B)
Quantificacao densitométrica das autoradiografias obtidas no ensaio de EMSA.
Dados estao representados pela média £+ E.P.M. da porcentagem em relacao as
glandulas estimuladas apenas com veiculo. N= 2 géis; 5 a 7 glandulas pineais

por ponto. * P<0,05 versus o grupo veizulo (zero).



Em relacao aos efeitos do zimosan sobre a ativacao do NF-«kB, também
observamos a formacao de trés complexos DNA-proteina. A quantificacao
densitométrica demonstra que Zimosan promove aumento rapido e
transiente na translocacao nuclear do NF-kB no complexo 2 (Figura 17), cujo
aumento significativo ocorre apos 15 minutos de estimulo, decaindo a seguir
a valores inferiores apos este tempo. Nos complexos 1 ou 3, nao observamos

aumento significativo no conteudo nuclear do NF-«B.
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Figura 17: Efeitos dos ligantes de TLR2/TLR6 (zimosan) sobre a
translocacao nuclear do NF-kB em cultura de glandulas pineais de rato.
Glandulas pineais de rato em cultura foram tratadas com Zimosan (1 pg/mlL,
37°C, 5% CO.) pelos tempos indicados (zero a 60 min). A) Imagem representativa
da autoradiografia obtida em extratos nucleares por EMSA utilizando

oligonucleotideo para NF-kB marcado com radioisotopo 32P e evidenciando a



formacao de trés complexos proteina-DNA (NF-xB C1, C2 e C3). B)
Quantificacao densitométrica das autoradiografias obtidas no ensaio de EMSA.
Dados estao representados pela média + E.P.M. da porcentagem em relacado as
glandulas estimuladas apenas com veiculo. N= 2 géis; 5 a 7 glandulas pineais

por ponto. * P<0,05 versus o grupo veizulo (zero).

Para identificar as subunidades de NF-kB presentes em cada complexo
foi utilizado um pool de extratos proteicos provenientes de glandulas pineais
tratadas com Pam3CSK4 ou Zimosan (1 pg/mL, 15 min). Estes extratos
foram incubados com anticorpos especificos para cada subunidade da
familia NF-kB (p50, RelA, RelB, c-Rel, p52) e também com anticorpo para a
proteina BCL3. Quando ha interacdo do anticorpo com a proteina de
interesse forma-se um complexo maior (DNA-anticorpo-proteina) que
promove um retardo adicional na migracao dos extratos no gel (super-shift).

Como observado na figura 18, nas amostras de pineais tratadas por
Pam3CSK4 o retardo ocorreu nos complexo 1 e complexo 2. No complexo 1,
a banda foi parcialmente descolada pelo anticorpo anti-RelA e parcialmente
deslocada por anti-p50, sugerindo a presenca de heterodimeros p5S0/RelA.
No complexo 2 a banda foi totalmente deslocada pelo anticorpo p5O0,
sugerindo a presenca de homodimeros p50/pS0. Em extratos de glandulas
pineais estimuladas por zimosan, observamos o mesmo padrao de
deslocamento, com presencas de heterodimeros p50/RelA no complexo 1 e

homodimeros pS0/p5S0 no complexo 2.
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Figura 18: Ensaio de super-shift em glandulas pineais de rato: Na parte
superior da figura € possivel observar cada anticorpo utilizado no ensaio de
super-shift. Como representado na autoradiografia, em extratos de glandulas
pineais estimuladas por Pam3CSK4, o anticorpo anti p-50 desloca parcialmente
o C1 e desloca o C2 por completo, enquanto o anticorpo anti-RelA desloca
parcialmente a banda no C1, sugerindo a presenca de heterodimeros p50/RelA
(C1) e homodimeros p50/p50 (C2). Em extratos de glandulas tratadas com
zimosan observa-se que o anticorpo anti p-50 também desloca parcialmente o
C1 e desloca o C2 por completo, enquanto o anticorpo anti-RelA desloca
parcialmente a banda no C1, sugerindo a presenca de heterodimeros p5S0/RelA
(C1) e homodimeros p50/pS0 (C2). A incubacdo com nenhum dos anticorpos
deslocou a banda no complexo 3 (C3). SL: Sonda livre, sem presenca de extrato

nuclear.



- Efeitos sobre a sintese de melatonina:

Para avaliar os efeitos dos ligantes de TLRs sobre a sintese de
melatonina induzidos por noradrenalina, pineais mantidas em cultura por
35 horas foram estimuladas com os ligantes Pam3CSK4 (1,0 pg/mL) ou
Zimosan (1,0 pg/mL) por 13 horas adicionais totalizando 48 horas de
cultivo. A seguir, ainda na presenca do respectivo ligante, as glandulas
pineais foram incubadas com noradrenalina (10 nM) por 5 horas. Os dados
da dosagem de melatonina no meio de cultura por HPLC (Figura 19)
demonstram que tanto Pam3Csk4 (controle 29,4 + 3.2; Pam3Csk4 17.2 + 3.8
ng/200ul) quanto Zimosan (controle 27,8 * 2.7; Zimosan 13.36 = 2.8
ng/200ul) bloqueiam a producao de melatonina induzida por noradrenalina

em cultura de glandulas pineais de rato.
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Figura 19: Efeitos dos ligantes de TLR1/TLR2 (Pam3Csk4) ou TLR2/TLR2 e
TLR2/TLR6 (Zimosan) sobre a producao de melatonina induzida por
noradrenalina em cultura de glandulas pineais de rato. Glandulas pineais de

rato em cultura foram tratadas com Pam3CSK4 ou Zimosan (1 pg/mL, 37°C,




5% CO2) por 13 horas, seguida de estimulacdo com noradrenalina (10 nM, 5
horas). O conteudo de melatonina foi quantificado por HPLC. Coluna branca
representa o grupo controle (que recebeu apenas o tratamento com
noradrenalina) e coluna preta representa o grupo estimulado com o ligante na
presenca de noradrenalina. Os dados estdao apresentados como média + E.P.M.
N = 6 a 8 glandulas provenientes de 3 experimentos independentes. A
significancia estatistica foi avaliada por teste t de student e esta apresentada no

grafico.

5. Efeitos da exposicao aguda a dieta hipercalorica sobre

a sintese de melatonina em ratos

Como ja abordado anteriormente, diversos modelos demonstraram que
a producao de melatonina pela glandula pineal € suprimida durante a
montagem da resposta inflamatoria (revisto por Markus et al., 2007, 2013).
Nesta tese, realizamos experimentos para avaliar o que ocorreria com o eixo
imune-pineal em uma condicdo onde um sinal inflamatério fosse produzido
de forma continua e os receptores TLRs estivessem ativados
permanentemente. Em outras palavras, como funcionaria o eixo imune-
pineal em uma resposta fisiopatologica, que ao invés de passar para o estado

de resolucao, é perpetuada.

Para responder esta questao utilizamos o modelo de obesidade em
ratos induzida por dieta hipercalorica (HFD, do inglés, High-Fat Diet). Este €
um modelo animal bem estabelecido e bem caracterizado quanto a presenca

de um estado inflamatorio de baixa intensidade (Xu et al., 2003; Elks e



Francis, 2010). Nestes experimentos utilizamos uma exposicao curta dos
animais a dieta hipercalorica (7 dias), haja visto que € suficiente para induzir
a producao de diversos mediadores inflamatorios no SNC (Thaler et al.,
2012) enquanto nao ha deteccao dos mesmos em tecidos metabdlicos, como

figado e tecido adiposo (Thaler et al., 2012).

Como apresentado na Figura 20, os animais submetidos a dieta
hipercalorica (HFD) apresentam ganho de peso significativo comparado ao
grupo que foi mantido em dieta normocalérica (chow) mesmo quando
expostos por 7 dias a dieta. Ainda, a deteccao do conteudo circulante de
melatonina no ZT18 é reduzida de 92,6 + 3,9 pg/mL no grupo em dieta
normocalorica (chow) para 72,2 £ 5,6 pg/mL no grupo de animais mantidos
em dieta hipercaléorica (HFD), sugerindo que o estado fisiopatologico
desencadeado pela dieta hipercalorica ativa o Eixo Imune-Pineal, reduzindo

a producao noturna de melatonina.

Em seguida, examinamos o efeito da reposicao de melatonina na agua
de beber, apenas durante a fase de escuro, sobre o ganho de peso de
animais mantidos em dieta normocaldrica (chow) ou hipercaldrica (HFD).
Doses de melatonina semelhantes a usada neste estudo foram determinadas
por repor os niveis de melatonina proximos ao conteudo noturno circulante
(Rasmussen et al., 2001). Nossos resultados demonstram que quando os
animais mantidos em dieta de manutencao (chow) recebendo melatonina nao
ha diferenca no ganho de peso corporal durante o periodo experimental. Por
outro lado, animais mantidos em dieta hipercalérica recebendo melatonina

durante a fase de escuro apresentam ganho de peso significativamente



menor que os animais na mesma dieta que receberam veiculo. Ainda, mesmo
recebendo melatonina durante a fase de escuro, animais mantidos em dieta
hipercalorica apresentam peso significativamente maior que os animais
mantidos em dieta de manutencao. Em conjunto, estes resultados sugerem
uma relacdo importante entre a regulacdo da sintese de melatonina e o

ganho de peso corporal.



>
W

30 P<0,01 - 100
[72)
R = P<0,05
© —
~ 2 75
5§~ 20 et
(o ] -
$ & = 50
g s c
s O T o
S whd
P 101 <
< [ 257
& =
o
T 0_
Chow HFD Chow HFD
3 401 *
e}
= 30
5 :
o ®
o 2
=}
o 101
c
[1°
O o
Chow Chow HFD HFD
- + - + Melatonina

Figura 20: Efeitos da dieta hipercalérica em ratos: A) Ganho de peso
corporal apos 7 dias de manutencao dos animais em dieta de normocalodrica
(Chow) ou hipercaldrica (HFD). B) Contetiddo noturno circulante de melatonina
(ZT18) apos 7 dias de manutencao dos animais em dieta de normocalorica
(Chow) ou hipercalorica (HFD). C) Efeitos do tratamento de animais mantidos
em dieta normocalérica (Chow) ou hipercalérica (HFD) por veiculo ou
melatonina na agua de beber noturna. Barras cinza representam os grupos de

animais que foram mantidos em dieta normocalérica. Barras vermelhas




representam os grupos de animais que foram mantidos em dieta hipercalorica.
A representacao em xadrez indica grupos que receberam melatonina na agua de
beber noturna. Dados estao expressos pela média + E.P.M. * P<0,05 comparado
ao grupo Chow que recebeu veiculo. # P<0,05 comparado ao grupo HFD que
recebeu veiculo ou P<0,01 comparado ao grupo Chow que recebeu melatonina.

N=5 animais por grupo.

A organizacao temporal interna em mamiferos envolve a interacao
entre as glandulas pineal e adrenais. A primeira sintetiza o hormoénio
melatonina na fase de escuro tanto em animais de habito diurno quanto
noturno (revisto por Simmoneaux e Ribelayga, 2003). A segunda produz e
libera glicocorticoides para preparar o organismo para a fase de atividade
(Kalsbeek et al., 2012). Neste sentido, a producao circadiana destes
hormonios promove a adaptacdo de sistemas fisiologicos (Kalsbeek et al.,
2006). Em roedores, o pico de corticosterona ocorre imediatamente antes do
apagar das luzes e envolve o aumento da afinidade de receptores para

glicocorticoides (GR) (De Kloet et al., 1998; Sapolsky et al., 2000).



Discussao



I. DISCUSSAO

A glandula pineal, como transdutora neuroendocrina dos ciclos
ambientais, produz melatonina apenas durante a fase de escuro (revisto por
Reiter, 1991). Uma vasta literatura consolida as vias moleculares que
permitem a producao noturna de melatonina em diversas espécies (revisto
por Simmoneaux e Ribelayga, 2003). Por outro lado, evidéncias recentes
apontam que a glandula pineal também pode ser modulada por mediadores
endogenos, como citocinas e glicocorticoides (Withyachumnarnkul et al.,
1990, 1991; Tsai e McNulty, 1999; Tsai et al., 2001a, b; Ferreira et al., 2005;
Fernandes et al., 2006; Fernandes et al., 2009; Carvalho-Sousa et al., 2011).

A comunicacao bidirecional entre a glandula pineal e o estado de
atividade do sistema imunologico permite a regulacdo no conteudo
circulante de melatonina e o ajuste das respostas de defesa (Markus et al.,
2013). A producao noturna de melatonina € conhecida por controlar a
interacao de células de defesa a camada endotelial, permitindo a
manutencao de um estado de quiescéncia por reduzir a adesao e o rolamento
destas células (Lotufo et al., 2001). Havendo a necessidade da ativacao das
células de defesa, a glandula pineal deveria discernir entre fatores que
sinalizam estados de higidez ou inflamatoérios para regular sua producao de
melatonina e modular a resposta inflamatoria (revisto por Markus et al.,
2007, 2013). Este preceito faz parte de uma das alcas do eixo imune-pineal e
faz parte do escopo desta tese. Em seguida a reducao no conteudo circulante

de melatonina, e como parte integrante da resposta de defesa, células



ativadas por mediadores inflamatérios passam a produzir melatonina de
forma nao-ritmica no local do processo inflamatoério (revisto por Carrilo-Vico
et al., 2013; Markus et al., 2013), permitindo a modulacao fina de fatores de
transcricao e mediadores (Tamura et al., 2009; Marcola et al., 2012) e o
aumento da fagocitose (Pires-Lapa et al., 2013). Na fase de resolucao do
processo inflamatorio, a producao ritmica de melatonina € restaurada
(revisto por Markus et al., 2007, 2013). Nesta tese, a funcao da glandula
pineal sera discutida acerca das rotas que mediadores inflamatorios

poderiam utilizar para regular a sintese de melatonina.

TLRs/NF-kB em condicoes de higidez

A glandula pineal € um orgao circunventricular e, portanto, fora da
barreira hemato-encefalica e prontamente acessivel a mediadores
inflamatorios circulantes (Szathmari et al., 2014). Neste estudo,
caracterizamos a expressdao de moléculas que a glandula pineal poderia
utilizar para reconhecer mediadores inflamatorios e regular a sintese ritmica
de melatonina. A presente tese determinou que, na pineal de ratos, 70
dentre 84 genes que participam da resposta inflamatoria sao expressos de
forma ritmica. Entre estes estdo incluidos genes que codificam a expressao
de receptores, moléculas acopladoras, proteinas implicadas nas vias de
transducao e proteinas efetoras de PAMPs e DAMPs. Considerando que estas
vias, além de serem responsaveis pela montagem de uma resposta

inflamatoria, também estdo implicadas na regulacao fisiologica do SNC



(Fassbender et al., 2003), nosso trabalho mostra pela primeira vez que estes
processos devem estar implicados na fisiologia normal da glandula pineal de
ratos. O perfil observado para a maioria dos genes indica um padrao de
expressao maior durante a fase de claro em relacao a fase de escuro. Ao
considerarmos o padrao de producao de melatonina, a qual ocorre apenas
na fase de escuro, estes resultados podem ser discutidos de duas formas: a
primeira seria que o aumento na expressao destes genes inflamatorios seria
um fator para impedir a sintese de melatonina durante a fase de claro. A
segunda seria que a reducao rapida no conteudo transcricional destes genes
apos o apagar das luzes seria um “fator permissivo” para que a sintese de
melatonina fosse induzida por ativacdo de adrenoceptores Bl na fase de
escuro.

Atualmente ha consenso sobre os principais mecanismos que mantém
os niveis de melatonina altos durante a fase de escuro, embora poucos sejam
determinados para explicar a auséncia de sintese de melatonina durante a
fase de claro. De modo geral, refere-se que a auséncia de liberacdo diurna de
noradrenalina seja o principal mecanismo para a manutencao do baixo
conteudo de melatonina circulante observado durante a fase de claro
ambiental (revisto por Simmoneaux e Ribelayga, 2003). No entanto, o
conteudo circulante de melatonina pode ser detectavel mesmo durante a fase
de claro, embora em menor quantidade. O conteudo intrapineal de
noradrenalina também é detectavel nesta fase e, aumenta em cerca de
quatro vezes na fase de escuro (Drijfhout et al., 1996). Uma vez que a
pinealectomia abole por completo a deteccao circulante do conteudo noturno

deste hormoénio (revisto por Reiter, 1991), a principal funcao da glandula



pineal € traduzir variacoes ritmicas nos ciclos de luminosidade ambiental
através da regulacao da amplitude do conteudo circulante de melatonina. O
fator chave para este processo envolve a disponibilidade proteica da enzima
AANAT (revisto por Zheng e Cole, 2002). Mesmo in vitro, a pineal produz
menor quantidade de melatonina quando as glandulas de ratos sdo obtidas
durante a fase de claro comparada a fase de escuro e estimuladas com uma
mesma concentracdo de noradrenalina (Vaughan et al., 1986). Portanto,
seria possivel que mecanismos intrinsecos fossem estabelecidos para regular
a sintese diaria deste hormonio e a consequente caracteristica de sua
producao e secrecao em maior quantidade durante a fase de escuro. Um
deles versa a respeito da expressao dos receptores do Bl-adrenérgicos, os
quais estao presentes na membrana de pinealdcitos em alta densidade
(Harmouch et al., 1994) e apresentam variacdo ritmica ao longo do
fotoperiodo, com maior expressao na fase de escuro ambiental (Craft et al.,
1985; Pangerl et al., 1990). Neste trabalho, apresentamos o programa
transcricional de genes inflamatorios na glandula como outra possibilidade
de regulacao da sintese de melatonina. Alguns estudos ja exploraram
mecanismos para explicar a regulacao da sintese de melatonina durante a
fase de claro. Dentre eles, podemos citar que a ativacdo dos receptores a2-
adrenérgicos (Rudeen et al., 1990), ou a heterodimerizacdo entre receptores
al- ou Bl-adrenérgicos ao receptor de dopamima D4(Gonzalez et al., 2012)
durante a fase de claro sdo os mais referidos. No entanto, a ativacdo do fator
de transcricao NF-kB (Cecon et al., 2010) e a producao circadiana de

mediadores inflamatoérios (Lissoni et al., 1990; Withyachumnarnkul et al.,
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1990; Tsai e McNulty, 1999; Tsai et al., 2001a) também sao fatores que
podem contribuir para esta observacao.

Outra discussao pertinente a este trabalho versa sobre os mecanismos
que regulam o aumento na expressao dos genes inflamatoérios durante a fase
de claro e promovem o ritmo circadiano na expressdo deste programa
transcricional. E conhecido que a expressdo protéica do fator de transcricao
NF-kB sob a forma de homodimeros p50/pS0 na pineal de ratos (Cecon et
al., 2010) ocorre de forma semelhante aos observados para o seu gene
(Nfkb1) neste trabalho. Quando os animais sdao mantidos em escuro
constante, nao se observa o aumento caracteristico do conteudo de NF-«xB
como nas condicoes de claro/escuro. Portanto, o aumento deste fator de
transcricao e, possivelmente, a expressdao génica de mediadores
inflamatorios € um efeito induzido pela presenca de luz. Outros autores ja
descreveram efeito semelhante na glandula pineal de ratos: a expressao da
enzima 3-O-sulfotransferase 2 é regulada positivamente durante a fase de
claro e nao € detectavel na fase de escuro (Borjigin et al., 2003). Essa enzima
transfere um grupo sulfato para a posicao 3-OH de uma glicosamina para
proteoglicanos de heparan sulfato (Kuberan et al., 2004). E interessante
notar que o heparan sulfato foi descrito recentemente como um ligante
endogeno do receptor TLR4 (Brennan et al., 2012; Goodall et al., 2014) e
poderia contribuir para a regulacdo endogena do ritmo na expressdao dos
genes avaliados neste trabalho. Neste ponto, € importante mencionar ainda
que outros genes, que também sao descritos como ligantes endogenos do
receptor TLR4 foram detectados na glandula pineal em nosso estudo:

Hmgbl, Hsp60 e Hsp70 possuem aumento gradativo de sua expressao na
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fase de claro e reducao apos o apagar das luzes. Estes mediadores estao
aumentados em patologias que cursam com o comprometimento do sistema
melatonérgico, como no diabetes do tipo 2 (Dasu et al., 2010). A confirmacao
da traducao destes genes em proteina na pineal permitira avaliar se a
interacdo destas com o receptor TLR4 também controla a sintese de
melatonina na glandula. De modo geral, o padrao observado em glandulas
pineais de rato, durante as fases de claro ou escuro, sugere um estereotipo
na expressao dos genes desde os receptores de membrana até os genes que
codificam a via de sinalizacao intracelular. Outros estudos também
encontraram um padrao de expressdao semelhante para os genes que
avaliamos (Klein et al., 2010; Bustos et al., 2011).

Em contrapartida ao aumento cumulativo na expressao génica na fase
de claro, observamos que nos primeiros minutos apdés o apagar das luzes,
grande parte dos genes apresentam reducao rapida na expressao génica.
Uma vez que o receptor para glicocorticoéides (GR) possui sua afinidade
aumentada no momento que ocorre a maxima secrecao de corticosterona e,
considerando que o pico deste hormoénio em ratos ocorre na transicao entre
as fases de repouso e atividade (revisto por De Kloet et al., 1998; Sapolsky et
al., 2000), avaliamos o envolvimento do ritmo endogeno de glicocorticoides
na expressao dos genes de mediadores inflamatérios no inicio da fase de
escuro (ZT12E), para entender se a exemplo do observado para a expressao
da proteina pS0 (Cecon et al., 2010), corticosterona regula a expressao desta
via de sinalizacdo na pineal de ratos. Nossos resultados indicam que quando
GR € bloqueado por mifepristona, a expressao de 13 genes dos 84 avaliados

é regulada. Desses, 12 genes tiveram a expressao aumentada por
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mifepristona. O Unico gene que manteve uma reducado ainda maior na
expressdo no inicio da fase de escuro foi o Mapk8ip3. Este gene codifica a
proteina JIP3 (do inglés, JNK-Interacting Protein 3) que €& conhecida por
interagir com o receptor TLR4 e aumentar a producao de citocinas
(Matsuguchi et al., 2003). De fato, dos 19 genes que codificam citocinas
testados em nossos ensaios, apenas o gene de IlIb foi aumentado pelo
bloqueio de GR. A expressao deste gene em pineais de rato € conhecida por
regular a sintese de indolaminas na glandula, ao reduzir o conteudo de
serotonina (Tsai et al., 2001b).

Os efeitos da corticosterona exégena sobre a producdo de melatonina
ja foram caracterizados anteriormente (Ferreira et al., 2005; Fernandes et
al., 2009). Nestas condicoes, a ativacao de GR induziu aumento na producao
de melatonina. Em relacdo a interacdo entre o ritmo endogenos de
glicocorticoides sobre a producao noturna de melatonina, ja foi determinado,
em camundongos, que a adrenalectomia reduz a excrecao noturna do
metabolito 6-sulfatoximelatonina, sugerindo uma regulacdo no sistema
melatonérgico (Lopes et al., 2001). Em nosso trabalho, observamos que
animais tratados com mifepristona apresentam diminuicdo do conteudo
circulante de melatonina no ZT18. Este resultado sugere que o bloqueio de
GR na glandula pineal reduz a producao noturna de melatonina. Um
possivel mecanismo pelo qual GR poderia modular a sintese de melatonina
seria através do antagonismo mutuo existente entre este receptor e o fator de
transcricao NF-kB (McKay e Cidlowski, 1998, 2000; Widén et al., 2003). De
fato, os efeitos da corticosterona exogena sao conhecidos por serem

mediados via reducao do conteudo de NF-kB em pineais de rato (Ferreira et
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al., 2005). Ainda, o pico de corticosterona endogeno na transicao das fases
de repouso para a de atividade, também € conhecido por reduzir o contetudo
de NF-kB na pineal (Cecon et al., 2010). Neste trabalho, o bloqueio de GR
mediado por mifepristona aumentou a expressdao de genes que sao
conhecidos por regular a sintese de melatonina, como Tirl, Tir2, Tir4,
Myd88, Mal, Ilir] e Il6r. E interessante notar que estes genes codificam
proteinas que estdao upstream a sinalizacao do NF-kB. Dessa forma, seria
possivel que o aumento na expressao desta via de transducao de sinal,
promovido pelo bloqueio de GR, atue na glandula pineal em conjunto para
reduzir a producao de melatonina. De fato, ja foi determinado que a ativacao
do receptor TLR4 (Da Silveira Cruz-Machado et al., 2010, 2012) ou

TLR1/TLR2 (presente tese) reduzem a producao de melatonina.

TLRs/NF-xB em condicées inflamatorias

A modulacao da sintese de melatonina por moléculas mediadoras de
resposta inflamatoria ja foi previamente descrita, e constitui uma das bases
do conceito do eixo imune-pineal explorada nesta tese (Markus et al., 2007,
2013). O fato de a glandula pineal perceber sinais inflamatérios como
provenientes de patogenos (Da Silveira Cruz-Machado et al., 2010, 2012) ou
moléculas endogenas que sinalizam processos inflamatorios (Fernandes et
al., 2006, Carvalho-Sousa et al., 2011; Cecon, 2014) reforca o conceito da
pineal como um novo componente da resposta de defesa do organismo, a

qual atua como sensor do estado de higidez para regular a producao
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circadiana de melatonina e modular a migracao de células de defesa, quando
necessario.

Na presente tese determinamos a expressdao de 14 proteinas em
pinealocitos que haviam sido detectadas na forma de expressao génica em
glandulas pineais. E interessante observar que a expressdo dos receptores
TLR2 e TLR6 foi confirmada em pinealocitos, bem como a expressao das
demais subunidades de NF-kB: RelA, RelB, c-Rel e p52, ou a forma nao-
clivada das proteinas, p100 e pl105. Essas ultimas também atuam como
proteinas inibitorias da via NF-kB no citoplasma celular (revisto por Beinke e
Ley, 2004). Outro membro da familia de proteinas inibitorias detectada foi a
Bcl3. Esta proteina pode atuar no nucleo celular em cooperacao aos dimeros
de NF-xB que nao possuem dominio de transativacdo para induzir
transcricdo génica (revisto por Gamble et al., 2012). E importante salientar
que os pinealocitos foram obtidos de glandulas pineais quiescentes e,
portanto, € esperado que a expressao destas proteinas seja predominante no
citoplasma celular, haja viso que nao houve estimulo para a inducao destas
proteinas ao nucleo celular. Estes resultados sao essenciais para
caracterizar que as células produtoras de melatonina, os pinealdcitos,
possuem a maquinaria necessaria para regular a sintese de melatonina via
translocacdo nuclear de qualquer dimero de NF-kB possivel, ja que no
citoplasma celular sdao encontradas todas as subunidades, a exemplo do
observado na transcricao génica. Além disso, demonstramos a presenca de
alguns adaptadores e efetores celulares no citoplasma celular de

pinealocitos: os adaptadores imediatos dos receptores do tipo Toll, TIRAP,
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IRAK, TRAF6 e TRAF1, as quinases IKK1 e IKK2, a principal proteina
inibitoria da via NF-xB, IkBa, e também os efetores caspase 8 e MEK7.

Na glandula pineal, a ativacao do receptor TLR4 in vitro induz a
translocacao nuclear do NF-«kB de maneira rapida e transiente, se iniciando
logo ap6s sua incubacao, atingindo a maxima deteccao nuclear apdés 15
minutos e, reduzindo nos tempos subseqiientes (Da Silveira Cruz-Machado
et al., 2010). De modo geral, a ativacao do fator de transcricao NF-«xB é
regulada pelo tempo de estimulo e também ocorre de maneira rapida em
diversos tecidos (Covert et al., 2005; Werner et al., 2005). Na presente tese,
avaliamos o efeito da ativacdo dos receptores TLR1/TLR2 e TLR2/TLR6
sobre a translocacao nuclear do NF-kB pelos ligantes Pam3CSK4 ou
zimosan, respetivamente. Ambos os ligantes foram eficientes na inducao da
translocacao nuclear deste fator de transcricao de maneira significativa apos
15 minutos de incubacao, a exemplo do observado pela ativacao do TLR4 (Da
Silveira Cruz-Machado et al., 201). A principal diferenca foi observada no
perfil do processo, o qual foi persistente quando o NF-kB em pineais foi
induzido via receptores TLR1/TLR2, enquanto transiente quando as pineais
foram estimuladas via TLR2/TLR6. Neste contexto, uma possivel explicacao
para a transiéncia no conteudo de NF-«B ativado por zimosan pode envolver
as alcas de retroalimentacdo negativa controladas pelas proteinas inibitérias.
Estas proteinas (principalmente Ikba) podem ser sintetizadas rapidamente
apos incubacao com os ligantes (Hoffmann e Baltimore, 2006) e sua
ressintese esta diretamente relacionada a reducao do conteuido nuclear deste
fator de transcicao (Nelson et al., 2004; Hoffmann et al., 2002; Covert et al.,

20095) promovendo a finalizacao apropriada da atividade transcricional para
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que as células se mantenham responsivas aos estimulos subsequentes (Wan
e Lenardo, 2010). Por outro lado, a persisténcia na ativacao do NF-«B via
TLR1/TLR2 pode envolver uma regulacao diferencial no recrutamento das
proteinas inibitorias IkB, ou ser dependente da geracao de sinais, como a
producao de citocinas, permitindo a perpetuacao da ativacao desta via
(Kagoya et al., 2014).

A caracterizacao das subunidades envolvidas na ativacao de NF-«B foi
realizada através da técnica de super-shift, na qual anticorpos especificos de
cada subunidade sao incubados com os extratos proteicos nucleares.
Dimeros de pS0 e p65 sao recrutados ao nucleo das células da pineal apos
tratamento com zimosan ou Pam3CSK4. Os dados obtidos no presente
estudo demonstram que a producao de melatonina € reduzida pela ativacao
dos TLR1/TLR2 e TLR2/TLR6. Em fagocitos do colostro humano a ativacao
dos TLR2/TL6 por zimosan induz a sintese de melatonina (Muxel et al.,
2012; Pires-Lapa et al., 2013). Nesta condicao, zimosan induz a translocacao
nuclear das subunidades p50, RelA e c-Rel (Muxel et al., 2012). Esta ultima
nao foi observada na glandula pineal de ratos neste estudo. Em pinealocitos,
o aumento no conteudo nuclear da subunidade pS0 induzido pela ativacao
dos TLRs provavelmente esta relacionado com a inibicdo da transcricao
génica da AANAT, como ja observado em outros estudos (Fernandes et al.,
2006; Da Silveira Cruz-Machado et al., 2010). Além disso, a presenca de
sitios responsivos ao NF-kB no promotor da Aa-nat ja foram demonstrados
anteriormente (Markus et al.,, 2007; Muxel et al., 2012). Portanto,
determinamos que zimosan e Pam3CSK4 ativam o eixo imune-pineal e

regulam a sintese de melatonina.
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A ativacao do eixo imune-pineal considera que o inicio da resposta
imune-inata promove a alternancia entre as fontes produtoras de melatonina
e a regulacao da migracao de células de defesa para o local do foco
inflamatorio. Tendo considerado a glandula pineal como um alvo para
moléculas que medeiam respostas inflamatorias, investigamos se a resposta
inflamatoria induzida por dieta hipercalorica regula a producao de

melatonina.

A obesidade é uma pandemia que cursa com alteracdes no estado
metabolico e com presenca de um estado inflamatorio de baixa intensidade
(Xu et al., 2003, Elks e Francis, 2010) que € reconhecida como importante
problema de satide publica mundial, a qual predispoe o organismo a severas
complicacoes. No Brasil, dados do Instituto Brasileiro de Geografia e

Estatistica estimam que metade da populacado apresente sobrepeso (IBGE,

2010).

Evidéncias recentes tém demonstrado que a ativacdao da resposta
inflamatéria em centros hipotalamicos que controlam a homeostase
energética € um dos principais mecanismos para a inducao de obesidade
(revisto por Thaler et al., 2013). Diversos estudos foram eficientes na
confirmacao desta hipotese (Milanski et al., 2009; Thaler et al., 2012, 2013;
Wang et al., 2012; Guyenet et al., 2013; Lee et al., 2013), embora ainda nao
seja completamente entendido como mediadores inflamatérios induzem a
resisténcia a leptina.

O hormonio leptina, produzido por adipoécitos, sinaliza a eficiéncia

energética para os centros hipotalamicos que controlam a ingestao alimentar
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(revisto por Elias e Purohit, 2012). Sabidamente, os principais modelos
animais de obesidade utilizados em pesquisa sao os que nao produzem
leptina (camundongo Lepr°P) ou que nao possui uma sinalizacao eficiente
deste hormonio (camundongo Leprdb ou rato Zucker). Neste ponto gostaria
de ressaltar que mutacdes nos genes Lep ou Lepr ocorrem em menor
frequéncia e, portanto, o aumento na ingestdo caldrica € tido como o
principal indutor de obesidade em humanos. Nesta tese, optamos por
utilizar o modelo de obesidade induzida por dieta hipercalérica ao considerar
que este modelo é conhecido por ativar a producao de mediadores
inflamatoérios para regular a homeostase energética (Thaler et al., 2012). Em
orgaos como figado e tecido adiposo, marcadores inflamatorios sao
observados apos semanas ou meses de exposicao a dieta. Em contrapartida,
logo apos 24 horas de exposicao a dieta hipercalorica, processos como gliose
e producao de citocinas sao observados no hipotalamo de ratos (Thaler et al.,
2012). Ainda, observa-se que nucleos hipotalamicos localizados proximos
aos orgaos circunventriculares se tornam resistentes a leptina mais
rapidamente, comparado a outros nucleos hipotalamicos mais afastados
destas areas. Em seguida, os principais nucleos reguladores da homeostase
energética se tornam insensiveis a leptina (Munzberg et al., 2004). Estes
estudos sugerem que os mecanismos que induzem o controle da ingestao
alimentar podem utilizar os 6rgaos circunventriculares como via de entrada
para a inducao da resisténcia a leptina e a regulacdo da homeostase
energética. A glandula pineal € um orgao circunventricular e, portanto,
também poderia ser alvo de mediadores inflamatorios produzidos via dieta

hipercalorica.
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No presente estudo, observamos que ratos alimentados por dieta
hipercalorica apresentam aumento rapido no peso corporal. Além disso,
observamos que apos 7 dias de dieta hipercalérica, o conteudo circulante de
melatonina é reduzido. Outros estudos ja demonstraram que na obesidade a
sintese e secrecdo ritmica de melatonina esta reduzida em humanos
(Ostrowska et al., 1996, 2001) e que em modelos experimentais de obesidade
pela exposicao prolongada dos animais a dieta hipercaldrica, também se
observa reducao na amplitude noturna da sintese de melatonina (Cano et
al., 2008). Neste contexto, a reducao na producao de melatonina poderia ser
decorrente de um desarranjo cronobiologico (McHill et al., 2014) ou mesmo
devido a hiperglicemia (Amaral et al., 2014). E interessante observar que a
secrecao noturna de melatonina também é reduzida em individuos com
diabetes do tipo 1 (Kor et al., 2014) ou em modelo experimental de diabetes
induzido por estreptozotocina (Amaral et al., 2014). De fato, a producao
adequada deste hormoénio é fundamental para as acdes da insulina no
controle da homeostase energética (revisto por Cipolla-Neto et al., 2014). Em
nosso estudo, o tempo que os animais foram expostos a dieta hipercalorica
nao é suficiente para induzir hiperglicemia (Thaler et al., 2012) e também
nao € suficiente para induzir a resisténcia a leptina (Muinzberg et al., 2004).
Portanto, trabalhamos com a hipotese de que a geracao de mediadores
inflamatorios seja o mecanismo para a regulacdo da sintese de melatonina
na glandula pineal de ratos expostos a dieta hipercaldrica, a exemplo do que
ocorre no hipotalamo (Thaler et al., 2012). Considerando o aumento na
migracao de células de defesa para diversos tecidos metabdlicos (revisto por

Harford et al., 2011) ou na ativacao de células gliais no SNC na obesidade
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(Thaler et al., 2012), a ativacao do eixo imune-pineal também deveria cursar

em paralelo a progressao deste quadro.

No hipotalamo, o bloqueio do TLR4 reduz o quadro inflamatério
sistémico, restaura a resisténcia a leptina e insulina e melhora o quadro
fisiopatologico (Milanski et al., 2009). Além disso, € sabido que a delecao
global do TLR4 em camundongos impede a resisténcia a insulina induzida
por dieta hipercalodrica (Shi et al., 2006; Tsukumo et al., 2007). Atualmente
acredita-se que acidos graxos livres, fetuina A e outros DAMPs atuem via
TLRs para ativar quinases responsaveis pela translocacao nuclear do NF-kB
em diferentes tecidos (Pal et al., 2012). Os acidos graxos livres induzem a
producao de citocinas pro-inflamatorias em via receptores do tipo Toll, de
forma semelhante ao LPS derivado de bactérias gram-negativas (Shi et al.,
2006; Kim, 2006; Kim et al., 2007; Fessler et al., 2009; Schaeffler et al.,
2009). Além disso, a dieta hipercaldrica é conhecida por induzir o aumento
no conteudo circulante de LPS, via mobilizacdo da microbiota intestinal
(revisto por Kelly et al., 2012). Neste sentido, o controle da producao de
melatonina poderia ser direta, via atuacao do LPS circulante com o receptor
TLR4 expresso na glandula pineal (Da Silveira Cruz-Machado et al., 2010),
ou poderia ser indireta via DAMPs.

Considerando o efeito inibitorio da dieta sobre a producao de
melatonina, em um segundo grupo experimental, observamos que a
reposicao noturna de melatonina na agua de beber dos animais possui efeito
protetor sobre o ganho de peso induzido pela dieta hipercaldrica. Efeitos

semelhantes ja foram observados por outros autores (Rios-Lugo et al., 2010),
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embora nem todos os estudos tenham observado que os efeitos benéficos da
melatonina ocorram de forma dependente da reducdo no ganho de peso
induzido por dieta hipercalérica (Nduhirabandi et al., 2014). Ja é
determinado que a melatonina ativa seus receptores de membrana
MT1/MT2 no hipotalamo para regular a homeostase energética (Faria et al.,
2013) e que seus efeitos protetores na obesidade envolve a reducao do
estresse oxidativo (Atilgan et al., 2013), da adipogénese (de Luxan-Delgado et
al., 2013), aumento do gasto energético (Terron et al., 2013), a regulacao do
tecido adiposo branco em marrom (Jiménez-Aranda et al., 2013), a regulacao
da sintese de diversos hormonios, como adiponectina, insulina e leptina
(Rios-Lugo et al., 2010; revisto por Cipolla-Neto et al., 2014) e também a
reducao da producao de diversas citocinas inflamatérias (Mesri-Alamdari et
al., 2014). Em conjunto, nossos resultados sugerem uma relacao importante
entre a regulacao do conteudo circulante de melatonina e a obesidade. O fato
de a glandula pineal perceber sinais inflamatérios gerados pela obesidade
permite ampliar o entendimento de mecanismos que regulam a homeostase
energética e o ganho de peso corporal na vigéncia de um desalinhamento no
sistema circadiano. Ainda, permite entender a pineal como um novo
componente da resposta de defesa do organismo, ja atua como sensor do
estado de higidez para regular a producdo circadiana de melatonina e

modular a resposta imunologica.
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VI. CONCLUSOES

1)

2)

3)

4)

5)

A glandula pineal de rato expressa 77 genes para receptores e
efetores inflamatérios de forma constitutiva, sendo 70 desses,
expressos de forma ritmica. A caracterizacao da expressao
circadiana destes genes indica que a maioria possui expressao
maior na fase de claro em relacao a fase de escuro e que o conteudo
transcricional € regulado na transicao claro/escuro por mecanismo
que envolve o ritmo endogeno de glicocorticoides.

Pinealocitos expressam constitutivamente os receptores TLR2 e
TLR6, bem como todas as subunidades da familia NF-kB e os
principais adaptadores da via de sinalizacdo dos TLRs.

Ligantes dos receptores TLR1, TLR2 e TLR6 ativam o fator de
transcricao NF-kB em glandulas pineais de rato. Na presenca de
zimosan ou Pam3CSK4 ha aumento da presenca de homodimero
pS0/pS0 e heterodimero pS0/RelA.

A ativacao dos receptores TLR1, TLR2 e TLR6 reduz a sintese de
melatonina induzida por noradrenalina em glandulas pineais em
cultura.

A dieta hipercaldérica gera sinais inflamatorios que resultam em
aumento no ganho de peso corporal e reducao no conteudo noturno
circulante de melatonina em ratos no inicio do processo de

obesidade.
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6) Melatonina reduz o ganho de peso corporal induzido por dieta

hipercalorica.

Os resultados apresentados nesta tese permitem concluir que a
glandula pineal de ratos esta equipada a reconhecer diferentes mediadores
inflamatoérios, como padroes moleculares associados a patégenos ou sinais
de perigo. A via do fator de transcricao NF-«B, central nas respostas de
montagem de processos inflamatorios, tem se revelado um fator essencial
para a modulacdo da glandula pineal na montagem do processo
inflamatoério. Em conjunto, este trabalho péde somar aos dados do grupo
novas evidéncias que sugerem que a pineal € modulada pelo ritmo endégeno
de glicocorticoides. Além disso, os dados obtidos na presente tese abrem
uma nova perspectiva quanto aos mecanismos moleculares envolvidos na
regulacdao da funcao da glandula pineal durante a montagem da resposta
inflamatoria induzida por dieta hipercaldorica e ainda, perspectivas para

avaliacao do sistema melatonérgico como alvo terapéutico na obesidade.

115




VII. RESUMO

A glandula pineal regula diversos ritmos biologicos e respostas de defesa em
individuos higidos através da sintese noturna de melatonina. Por outro lado, é
sabido que processos inflamatorios reduzem a producao deste hormonio na
glandula pineal. Neste estudo utilizamos um arranjo de qPCR para investigar a
expressao circadiana de 84 genes relacionados a sinalizacao via receptores do
tipo toll e NF-kB em glandulas pineais de rato. Confirmamos ainda, a expressao
de 14 proteinas em pinealécitos através de ensaios de imunocitoquimica.
Nossos resultados indicam que 70 genes inflamatérios sao expressos
ritmicamente na glandula pineal de ratos, enquanto 7 nao sao expressos e
outros 7 genes sao expressos, mas sem ritmicidade. Grande parte dos genes
examinados apresenta padrdao de expressao circadiana com maior conteudo
transcricional na fase de claro, atingindo a maxima expressdo no final desta
fase. Apos o apagar das luzes, a expressao destes genes € rapidamente reduzida.
Um possivel envolvimento do ritmo de glicocorticéides endogeno sobre o padrao
dessa expressao génica foi avaliado através do bloqueio de GR por mifepristona,
o que induziu a regulacdo da expressao de 13 genes e reducado do conteudo
plasmatico de melatonina no ZT18. Ainda, avaliamos o efeito da ativacao dos
TLR1, TLR2 e TLR6 sobre a glandula pineal e observamos que zimosan e
Pam3CSK4 ativam a via do fator de transcricao NF-kB e bloqueia a sintese de
melatonina induzida por noradrenalina in vitro. Por fim, utilizamos o modelo de
obseidade induzido por dieta hipercalorica para avaliar se o0 processo
inflamatério de baixa intensidade regula a sintede se melatonina in vivo.
Observamos que nestas condicoes, a dieta hipercaldrica induz rapido aumento
no peso corporal e reducdao da producao noturna de melatonina. O efeito
protetor da melatonina sobre o ganho de peso induzido por dieta foi testado
através da restauracdo da melatonina na agua de beber noturna de animais
expostos a dieta. Em conjunto, nossos resultados indicam que genes
inflamatorios sao expressos ritmicamente na glandula pineal de ratos e
influenciam a producédo circadiana de melatonina via reconhecimento de

padroes moleculares associados a patégenos ou sinais de perigo.
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VIII. ABSTRACT

The pineal gland regulates several circadian rhythms as well as immune
responses in healthy animals via rhythmic production of melatonin, the
hormone of darkness. On the other hand, nocturnal melatonin levels are
reduced in the course of inflammation. To date, it remains to be clear the
mechanisms by which the immune system affects pineal melatonin
synthesis. Here we used a qPCR array profiler to investigate circadian gene
expression of 84 genes related to Toll-Like Receptors and Nuclear Factor
kappa B signaling. We also examined the expression of 14 proteins in
pinealocytes by immunocytochemistry. Our results indicate rhythmic
expression of 70 inflammatory genes, while 7 genes were not expressed and
7 were expressed without rhythmicity. The overall majority of genes tested
showed a pattern of expression with a cumulative diurnal increase that
peaks at the light phase of ZT12 followed by a fast reduction in the
expression as soon as the light is turned off. The possible involvement of
endogenous glucocorticoid rhythm in the modulation of pineal’s
inflammatory gene expression were tested by blocking Glucocorticoid
Receptor (GR) using mifepristone. This procedure modulated the expression
of 13 genes. In addition, the blockade of GR reduced the circulating
melatonin levels at ZT18. The activation of TLR1, TLR2 and TLR6 induces
the nuclear translocation of NF-kB signaling and blocks noradrenaline-
induced melatonin synthesis in vitro. In addition, high-fat diet feeding
increases body weight and reduce the circulating melatonin levels at ZT18.
The protective role of melatonin in diet-induced weight gain was also
determined by giving these rats melatonin in their drinking water at night.
Altogether, our results highlight that inflammatory genes are transiently
expressed in the rat pineal gland and influences the daily fluctuation of

melatonin synthesis.
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XI. ANEXO

Aprovacao do projeto em Comissdo de Etica em Uso de Animais

Vertebrados em Experimentacao (IB-USP)

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

OF.CEA/IB/028/2010
Ref. 2010.1.953.41.7

Sao Paulo, 18 de agosto de 2010.

Prezada Senhora

Dirijo-me a V. Sa. para informar que a Comissio de Etica no Uso
de Animais (CEUA) do IB, em reunifio realizada no dia 17/08/2010, APROVOU o
Projeto “Caracterizagdo dos receptores do tipo toll em glindulas pineais de rato e sua
implicacdio no entendimento do eixo imune-pineal” — Protocolo 115/2010, de sua

responsabilidade (Colaborador,{ Sanseray da Silveira Cruz Machado).

Atenciosamente.

Profa. Dra. Eleonora Trajano

Coordenadora da Comissio de Etica em uso de Animais

Vertebrados em Experimentagio do IB

Ilma. Sra.
Profa. Dra. REGINA PEKELMANN MARKUS
Departamento de Fisiologia do IBUSP.
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