UNIVERSIDADE DA BEIRA INTERIOR

Ciéncias

Sintese de Melatonina no Plexo Corodide

Sara Daniela Sousa Tavares

Dissertacao para obtencao do Grau de Mestre em
Bioquimica

(2° ciclo de estudos)

Orientadora: Prof. Doutora Telma Quintela

Co-orientadora: Prof. Doutora Cecilia Santos

Covilha, Junho de 2015






O conteldo desta dissertacao € da exclusiva responsabilidade da autora:

(Sara Daniela Sousa Tavares)







Dedicatoria

Dedico este trabalho aos meus pais, os melhores pais do mundo, porque sempre me apoiaram.
A minha mae, por ser uma grande mulher, pela sua enorme forca, coragem, por todos os
abracos, por estar sempre do meu lado, por todo o apoio, palavras amigas, conselhos e

repreensdes que fizeram de mim a pessoa que hoje sou, nao ha palavras para agradecer!

Ao meu pai, que mesmo longe esta sempre comigo, que me apoia, que tanto esforco faz para
que eu possa chegar mais longe, dedico-lhe todo este trabalho e todas as minhas conquistas,
porque sem o seu apoio incondicional nunca teria conseguido. Obrigado por todo o amor,

carinho, compreensao. Obrigado meu querido pai!

A minha querida irmazinha Marta, por ser quem és e como és! E a menina mais querida que

conheco, agradeco por me apoiar!

Ao RUben, por nestes cinco anos ter estado sempre do meu lado, eu sei que nem sempre sou
uma pessoa facil. Compreensao, Ajuda e Apoio em tudo! A outra metade de mim, obrigado

pelo por todo o amor!

E por fim, ao meu avd e padrinho Domingos, que mesmo nao estando aqui para ver este
momento, sei que ficaria muito orgulhoso de mim! Esteja onde estiver sei que ele esta a olhar

por mim e estara sempre no meu coragao!

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

Sé todo em cada coisa. Poe quanto és
No minimo que fazes.

Assim em cada lago a lua toda

Brilha, porque alta vive!”

Ricardo Reis




Vi



Agradecimentos

Quero comecar por agradecer a Professora Doutora Telma Quintela pela excelente
orientacao, por me ter deixado fazer parte deste projeto, por todos os conhecimentos
transmitidos, por todas as horas disponibilizadas para me ajudar, por ter acreditado em mim,

foi muito agradavel fazer parte deste trabalho. Um muito Obrigado por tudo!

A Professora Doutora Cecilia Santos que tdo prontamente me acolheu no seu grupo de
investigacdo e me deu a oportunidade de fazer parte deste projeto. Nao posso deixar de

agradecer toda a disponibilidade e conhecimentos transmitidos.

A Professora Doutora Isabel Goncalves por todo o apoio e por se mostrar sempre disponivel

em ajudar.

Ao Professor Doutor Luis Passarinha por todo o apoio, disponibilidade e ajuda fundamental na

parte de HPLC. Obrigado por acreditar em mim!

A Professora Doutora Candida Tomaz pela excelente diretora de curso que sempre foi e sera,

por todos os bons conselho, ajuda e disponibilidade!

A Colega e Amiga Tania Albuquerque, um sincero e especial agradecimento por todo um ano
de puro companheirismo, amizade e apoio incondicional! Partilhamos juntas este percurso e
muito aprendemos uma com a outra! Obrigado por estares sempre presentes e por todos os

teus falsetes!

A Colega e Amiga Andreia Domingos que me ajudou na parte inicial deste projeto, que me
ensinou muito do que sei hoje, obrigado pela amizade, carinho e apoio. Apesar de longe,

estas sempre presente!

A Colega e Amiga Daniela Talhada por toda a sua sabedoria, auxilio e amizade ao longo deste

caminho!

A todos os meus amigos, 0os amigos que ja vinham, aos que vieram e aos que foram, por todo

0 apoio incondicional e por estarem comigo sempre que preciso.

Este projeto teve o apoio da Fundacdo Para a Ciéncia e Tecnologia (FCT) PTDC/SAU-
NEU/114800/2009 e do projeto COMPETE Pest-C/SAU/UI0709/2011.

vii



viii



Resumo

A melatonina é uma hormona produzida na glandula pineal que controla uma grande
variedade de processos biologicos, sendo o mais importante a regulacao do ciclo claro-escuro.
Para além desta funcdo a melatonina tem um importante papel como agente antioxidante,
por atuar como scavenger de radicais livres e por potenciar a producdao de outras enzimas
antioxidantes. Na glandula pineal a sua producao apresenta oscilacdes circadianas, sendo
libertada em elevadas concentracdées durante a noite e a sua producao inibida durante o dia.
Diversos estudos tém vindo a identificar outros tecidos e o6rgaos como produtores de
melatonina, nomeadamente tecidos cerebrais como o hipocampo e cerebelo. Esta hormona é
alvo de muitos outros estudos, particularmente na doenca de Alzheimer, em que os seus
efeitos benéficos na toxicidade induzida pelo péptido beta amildéide tém sido comprovados.
Estes estudos concluiram que a melatonina é capaz de impedir a agregacdo do péptido em
placas, proteger contra a apoptose e estimular a producao de outras enzimas antioxidantes.
Como tal, este estudo teve como objetivos: confirmar a presenca das enzimas envolvidas na
sintese de melatonina no plexo cordide de rato; comprovar que o plexo cordide tem a
capacidade de sintetizar melatonina; verificar se a sua sintese pode ser alterada por
oscilacoes circadianas e analisar o efeito da disrupcao do ritmo circadiano sob os niveis de
expressao da enzima N-acetiltransferase. Foram ainda avaliados os efeitos da melatonina na
expressao dos genes das proteinas scavenger do péptido beta amildoide. Observou-se que as
enzimas da via de sintese de melatonina se encontram presentes no plexo cordide de rato,
bem como a presenca de melatonina e serotonina em meio de cultura das células epiteliais de
plexo. A enzima N-acetiltransferase apresentou oscilacdes circadianas nos seus niveis de
expressao de mRNA, no entanto a disrupcao do ritmo circadiano nao influenciou a sua
expressdo. Verificou-se também que a melatonina tem efeitos na expressao de mRNA dos
genes scavenger, aumentando a sua expressao no caso da enzima de degradacao da insulina,
metalotioneina 2, transtirretina e gelsolina. Com a analise destes resultados, coloca-se a
hipotese de que o plexo cordide pode realmente ser um tecido produtor de melatonina e que
essa producao pode ser regulada pelo ritmo circadiano. Além disso, com a evidéncia de que a
melatonina participa na regulacao dos genes scavenger e como estes se encontram expressos
no plexo cordide, podemos também concluir que o relogio circadiano deste tecido pode

ajudar a manter o equilibrio de producao/eliminacao do péptido beta amiloide.

Palavras-Chave

Melatonina; Ritmo Circadiano; Plexo Coroide; Doenca de Alzheimer.







Abstract

Melatonin is a hormone produced in the pineal gland that controls a wide range of biological
processes, the most important being the regulation of the light-dark cycle. In addition to this
function, melatonin plays an important role as an antioxidant agent, to act as a scavenger of
free radicals and boost the production of other antioxidant enzymes. In the pineal gland its
production presents circadian oscillations, being released in high concentrations during the
night and inhibited during the day. Several studies have identified other tissues and organs as
melatonin producers, namely, brain tissue such as hippocampus and cerebellum. This
hormone is subject to many other studies, in particular Alzheimer's disease, where its
beneficial effects in the toxicity induced by the amyloid beta peptide have been
demonstrated. These studies concluded that melatonin is able to prevent aggregation of the
peptide plates to protect against apoptosis and stimulates the production of other antioxidant
enzymes. As such, this study aimed to: confirm the presence of enzymes involved in
melatonin synthesis in rat choroid plexus; verify that the choroid plexus has the ability to
synthesize melatonin; analyze if its synthesis exhibits circadian oscillations and also the
effect of circadian rhythm disruption in the expression levels of N-acetyltransferase enzyme.
It was further evaluated the effects of melatonin on the mRNA expression of amyloid beta
scavenger proteins. It was observed that the enzymes of melatonin synthesis pathway are
present in rat choroid plexus as well as the presence of melatonin and serotonin in culture
medium of choroid plexus epithelial cells. N-acetyltransferase enzyme showed circadian
oscillations in their mRNA expression levels, however disruption of circadian rhythms did not
affect its expression. It was also found that melatonin has an effect on mRNA expression of
amyloid beta scavengers, increasing the expression in the case of insulin degrading enzyme,
metallothionein 2, transthyretin and gelsolin. With these results we have a strong indication
that the choroid plexus may actually be a melatonin-producing tissue, and such production
can be regulated by circadian rhythm. Moreover, with the evidence that melatonin
participates in the regulation of amyloid beta scavengers and these are expressed in the
choroid plexus, this tissue may help in maintaining the balance in production / elimination of

the amyloid beta peptide.

Key Words

Melatonin; Circadian Rhythm; Choroid Plexus; Alzheimer's disease.
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l. Introducao

1. Melatonina

A melatonina, 5-metoxi-N-acetiltriptamina, € uma neurohormona produzida na glandula
pineal (Tijmes et al., 1996). Quimicamente caracteriza-se por ser uma indolamina lipofilica
derivada do aminoacido triptofano, que possui propriedades hidrofobicas (Naranjo et al.,
2007).

Esta hormona esta implicada em varios processos neurofisioldgicos como o ritmo circadiano,
regulacao do sono e do humor, processos anti-inflamatorios e antioxidantes (Pandi-Perumal et
al., 2008).

1.1.  Recetores de Melatonina
A melatonina atua através de dois recetores transmembranares, MT1 e o MT2 (Ekmekcioglu,
2006). Os recetores MT1 e MT2 pertencem a superfamilia dos recetores acoplados a proteina

G, e sao constituidos por sete dominios membranares (Ekmekcioglu, 2006).

Um terceiro sitio de ligacdo da melatonina foi mais tarde identificado e inicialmente
designado de “MT3”, mas posteriormente foi caraterizado e apresenta 95% de homologia com
a enzima quinona redutase 2 humana. Esta enzima humana enquadra-se num grupo de

redutases que protegem contra o stress oxidativo (Pandi-Perumal et al., 2008).

Na figura 1 pode observar-se um esquema do mecanismo de acao dos recetores de

melatonina. Adicionalmente, na tabela 1, encontra-se a descricao da localizacao dos mesmos.

1.1.1. Recetor MT1

O recetor MT1 encontra-se presente no Sistema Nervoso Central (SNC), mais especificamente
no cerebelo, hipotalamo, hipocampo, substancia nigra, area tegmental ventral, ndcleo

accumbens, glandula pituitaria e no plexo Coroéide (Lacoste et al., 2015).

Exteriormente ao cérebro encontra-se presente ainda nos ovarios, testiculos, glandula
mamaria, cortex adrenal, placenta, baco, pancreas, vasos sanguineos coronarios e artéria

aorta, figado, rim, vesicula biliar, pele e sistema imunitario (Pandi-Perumal et al., 2008).

Da ativacao deste recetor resulta a inibicao da formacao de cAMP e diminuicao da atividade

da Proteina Quinase A (Figura 1) (Ekmekcioglu, 2006).




1.1.2. Recetor MT2

O recetor MT2 é expresso de um modo mais restrito, centralizando a sua presenca
maioritariamente no cérebro, mas coexiste ainda no pulmao, retina, glandula pituitaria,
tecido cardiaco aortico e coronario, miométrio e granulosa, células imunitarias, duodeno e
tecido adiposo (Wood & Loudon, 2014).

Em conformidade com o recetor MT1, a ativacao deste recetor provoca uma inibicao na
producao do cAMP e cGMP (Zawilska et al., 2009).

1.1.3. Recetor MT3

Por fim, o “recetor MT3” é expresso no figado, rim, cérebro, coracdo, pulméao, intestino,

musculo, tecido adiposo castanho e olho (Pandi-Perumal et al., 2008).

Este recetor também identificado como quinona redutase 2, assume um papel importante na
captacao de radicais livres, toxinas e metais pesados. As funcdes antioxidantes,
neuroprotetoras e cronobioticas da melatonina podem também ser devidas a sua interacao

com este recetor (Pala et al., 2014).

1.1.4. Recetores Nucleares

A melatonina pode exercer alguns dos seus efeitos através dos recetores nucleares da familia
ROR/RZR, ilustrados de igual modo na figura 1. A estrutura destes recetores consiste num
dominio N-terminal, um dominio de ligacdo do DNA, uma regiao “dobradica” e um dominio de
ligacao ao ligando no C-terminal (Pandi-Perumal et al., 2008).Estes recetores encontram-se
distribuidos consoante o seu subtipo: o RZRB pode ser encontrado nos tecidos neuronais e o

RZRa no tecido adiposo, pele, testiculos, cartilagem e figado (Pandi-Perumal et al., 2008).

Os recetores medeiam os efeitos genomicos exercidos pela melatonina, nomeadamente a

capacidade de induzir a sintese de enzimas antioxidantes (Gupta et al., 2015).
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Figura 1-Representacdo esquematica das vias de sinalizacdo dos recetores de melatonina. A melatonina
exerce os seus efeitos biologicos através dos recetores membranares MT1 e MT2, ou via recetores nucleares
ROR/RZR. Adaptado de (Pandi-Perumal et al., 2008).




Tabela 1-Distribuicao dos recetores de melatonina e respetiva funcao. Adaptado de (Pandi-Perumal

et al., 2008).

Nucleo Supraquiasmatico

Retina

Vasculatura

Sistema Imunitario

Sistema Reprodutor

Pancreas

Pele

Trato Gastro Intestinal

Osso

Rins

Placenta

Utero

Endométrio

MT2

MT2, RORa

MT1, MT2

MT1, MT2, RORa

MT1, MT2

MT1, MT2, RORa

MT1, MT2, RORa

MT1, MT2

MT1, RORa

MT1, MT2

MT1, MT2, RORa

MT1, MT2

MT1, MT2

Regulacao do Ritmo Circadiano

Diminuicao da libertacdao de
dopamina

MT1: vasoconstritor

MT2: vasodilatador

Inibicao da acao dos
leucotrienos

Estimula a proliferacao de
células imunitarias

Estimulacao da producao de
IL2 e IL6.

Diminuicdo da libertacao de
GnRH, LH e FSH

Diminuicdo da libertacao de

insulina

Regulacdo do crescimento do
cabelo e a funcao da
epiderme.

Diminuicdo do peristaltismo, e
acao da serotonina.

Aumento da atividade dos
osteoblastos e diminuicao da
acao dos osteoclastos

Protecao contra a inflamacao e
regula a filtracao glomerular
Scavenger das ROS, diminuicao

da taxa de apoptose
Contractilidade Miometrial

Invasao de trofoblastos no

inicio da gravidez




1.2.  Sintese e producao

A biossintese de melatonina inicia-se com a captacao ativa do aminoacido triptofano, dos
capilares para a glandula pineal. O triptofano é posteriormente hidroxilado e descarboxilado
em serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) (Chattoraj et al., 2009). A serotonina, por sua vez,
vai ser n-acetilada pela enzima N-acetiltransferase (ANAT) em N-acetilserotonina (NAS). A
NAS é entao convertida em melatonina, pela acdo da enzima Hidroxiindole-O-Metiltransferase
(HIOMT; Figura2). (Lanoix et al., 2008).

HO | CH,CH,NH,
N
H
Serotonina
Arilalquilamina N-Acetiltransferase
HO CH,CH,;NHCOCH,
N
H
N- Acetilserotonina
Hidroxiindole-O- metiltransferase
CH,0 CH,CH,NHCOCH,
N
H
Melatonina

Figura 2- Representacdo esquematica da sintese de melatonina. Adaptado de (Klein et al., 2010).




A enzima ANAT ¢é considerada a enzima chave em termos de regulacdo do processo de sintese
de melatonina. Neste sentido, alteracdes na concentracao de melatonina sao o reflexo de
oscilagdes na atividade e/ou nos niveis da ANAT (Zawilska et al., 2009). Por outro lado, a
sintese de melatonina depende ainda da biodisponibilidade do triptofano. A
biodisponibilidade deste aminoacido esta sujeita a determinados fatores nutricionais como os
niveis de folatos e vitamina B6, uma coenzima capaz de estimular a sintese de melatonina
(Claustrat et al., 2005).

A ANAT tem um Unico centro catalitico, o qual apresenta elevada afinidade para
arilalquilaminas, como a triptamina e a serotonina. A atividade da ANAT na glandula pineal
humana é regulada pelo ritmo circadiano gerado pelo nlcleo supraquiasmatico (NSQ), no
hipotalamo anterior (Zawilska et al., 2009). Além da regulacao pelo relégio circadiano a
expressao desta enzima é ainda regulada por mecanismos de “turn-off”. (Zawilska et al.,
2009).

As concentracoes de melatonina sao baixas durante o dia e altas durante a noite, exibindo um
aumento carateristico apos a escuriddo e um pico perto do ponto médio do intervalo de
escuridao (Klein, 2007). Os niveis plasmaticos, em humanos, aumentam normalmente entre as
18:00 e as 20:00, e apresentam o seu pico maximo entre a meia-noite e as cinco da manha. A
duracao e a amplitude deste pico estdao negativamente relacionadas com a duracao do
fotoperiodo (de Almeida et al., 2011). A iluminacdo noturna leva a degradacdo da enzima
ANAT atuando como supressora da formacao de melatonina e inibe, por consequéncia, a sua
secrecao da glandula pineal (Hardeland, 2012).

Em relacdo aos mecanismos de catabolismo e clearance, o figado € responsavel pela
eliminacao de mais de 90% da melatonina, tornando-se o local primordial para a sua
degradacdo. No entanto uma porcao consideravel é ainda eliminada pelo rim (Macchi &
Bruce, 2004).

1.3.  Locais de sintese

0 local major de producado de melatonina é a glandula pineal, que é um 6rgao neuroendocrino
situado na linha média do cérebro. A sua principal funcao consiste na transducao de sinais de
presenca ou auséncia de luz para todo o organismo, através da producao da hormona
melatonina (Borjigin et al., 2012). A glandula pineal recebe inervacao adrenérgica, que ativa
uma cascata de eventos circadianos que levam a conversdao da serotonina em melatonina
(Borjigin et al., 2012).

Na figura 3 observa-se a via que conecta a retina a glandula pineal e que conduz o sinal para
que ocorra producado de melatonina. Na auséncia de luz o trato retino hipotalamico transmite
a informacdo da retina para o NSQ que gera, por sua vez, o sinal para a glandula pineal de

modo a regular a producdo de melatonina. A exposicao a luz bloqueia a transmissao do sinal




do trato retino hipotalamico para o NSQ, inibindo desta forma a producao de melatonina. A

melatonina funciona como um “codigo quimico” para a noite, dado que, noites mais longas

estao relacionadas positivamente com uma maior duracao da sua secrecao (Mirick & Davis,

2008).

Na glandula pineal os genes mais expressos e com uma regulacdo circadiana sdao os que

codificam proteinas essenciais na sintese de melatonina, incluindo Triptofano Hidroxilase 1

(Tph1), Triptofano Descarboxilase (Ddc), ANAT e HIOMT. Além destes é de referir também os

genes responsaveis pela codificacdo de cofatores para as enzimas da via de sintese da

melatonina, sao eles GTP ciclo-hidroxilase (Gch1), GTP cyclohydrolase 1 feedback regulatory

protein (GchFr) e protocadherin beta 1 (Pcbd 1-) (Klein et al., 2010).

Além da melatonina, outras indolaminas fisiologicamente ativas sdo produzidas na glandula

pineal, incluindo a 5-metoxitriptofol, que apresenta um ritmo circadiano semelhante a

melatonina (Macchi & Bruce, 2004).
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Figura 3- Representacdo da via que conecta a retina a glandula pineal. A informacdo de luz é

inicialmente enviada da retina para o NSQ, onde se localiza o relégio circadiano. Dai o sinal percorre o

nlcleo paraventricular, o nlcleo intermédio lateral e o ganglio cervical superior, que transmite o sinal

para a glandula pineal. Adaptado de (Introduction, 2015).




Como referido anteriormente, a melatonina foi isolada pela primeira vez a partir da glandula
pineal (Stefulj et al., 2001). Por volta dos anos 70 a producao de melatonina extra pineal
comecou a ganhar os seus contornos quando, apds a remocao da glandula pineal, esta ainda
se encontrava presente em amostras de plasma e urina dos animais pinealectomizados,

indicando que existiria uma sintese extra pineal bastante significativa (Naranjo et al., 2007).

A sintese de melatonina foi descrita noutros tecidos: retina, medula ossea, timo, trato
gastrointestinal, orgaos reprodutivos, pele, plaquetas, células do sistema imunitario e

distintas areas cerebrais, onde exerce efeitos autocrinos e paracrinos (Lanoix et al., 2008).

Nos mamiferos a retina também tem a capacidade de sintetizar melatonina, e esta via de
producao acompanha, a semelhanca da glandula pineal, os eventos circadianos (Klein et al.,
2010).

Ja foi demostrado também que a melatonina é sintetizada no ovario, pela mesma via de
sintese que ocorre na pineal, através das enzimas ANAT e HIOMT a partir da serotonina. Do
mesmo modo, € também produzida nos oodcitos (Sakaguchi, Itoh, Takahashi, Tarumi, &
Ishizuka, 2013). O timo aparenta ser, de igual modo, um tecido produtor de melatonina
(Naranjo et al., 2007).

Demonstrou-se que culturas celulares de astrocitos tém a capacidade de produzir melatonina,

sendo que expressam igualmente ambas as enzimas (Liu et al., 2007).

No hipocampo, cerebelo, bolbo olfativo e no cortex pré-frontal, foram descritas atividades
elevadas da enzima ANAT. No hipotalamo existem quantidades elevadas de melatonina a
noite, que se pensa serem libertadas por este tecido. Elevada atividade enzimatica e
concentragées de melatonina altas sugerem que o cortex e o cerebelo sao também capazes

de produzir melatonina (Acuna-Castroviejo et al., 2014).




1.4. Funcdes da melatonina

A funcao primordial da melatonina é operar como regulador primario do ritmo circadiano.
Mais especificamente, a melatonina tem como principais funcées a regulacdao do ambiente
hormonal interno e do ciclo claro-escuro do ambiente externo (Tsang et al., 2014). A
melatonina é também responsavel por modular varios sistemas fisioldgicos como a funcao
imunitaria, metabolismo, controlo da pressdao arterial, desenvolvimento na puberdade e

scavenger de radicais livres (Tsang et al., 2014).

A sintese e presenca de melatonina em neurdnios ou em células gliais indicam que esta pode
exercer funcdes intracelulares, paracrinas e autocrinas no cérebro, possivelmente na
regulacdo da homeostasia neuronal, através da libertacdo de neurotransmissores e da
neurogénese. A melatonina regula também propriedades da membrana neuronal incluindo a
atividade da bomba ATPase. Além disso exerce ainda efeitos anti-excitotoxicos e de protecao
no cérebro. Em ratos, a melatonina estimula a dendritogénese e modula a organizacdo do
citoesqueleto em células do hipocampo e em animais com lesdao cerebral promove a
neurogénese. Assim, doses terapéuticas de melatonina podem auxiliar, nao s6 na reducao da
lesdao cerebral, mas também no tratamento de patologias neurodegenerativas e
neuropsiquiatricas, através da reparacdao do tecido danificado e promocao das conexoes

sinapticas (Acuha-Castroviejo et al., 2014).




1.5.  Melatonina, envelhecimento e doencas neurodegenerativas

De todos os mecanismos possivelmente relacionados com a idade, um dos mais estudados é o
stress oxidativo, ao qual estad associado o desgaste do organismo causado maioritariamente
pela acumulacao de radicais livres ao longo do tempo. Os principais radicais livres sao as

espécies reativas de oxigénio e de azoto (Espino et al., 2012).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produzidas principalmente pelos complexos | e lll
mitocondriais, uma vez que, dai sao libertados eletroes para o sistema respiratorio, sendo
estes os responsaveis pela formacdo de radicais peroxido, radicais superoxido e radicais
hidroxilo (Singh & Jadhav, 2014). Estas espécies reativas de oxigénio e os radicais a que dao
origem podem causar danos graves no DNA, conduzindo a alteracdes na estrutura de proteinas

e afetar vias de sinalizacao (Cardinali et al., 2013).

As ROS além de disseminarem danos celulares levam ainda ao aumento das concentracoes
intracelulares de calcio e consequentemente conduzem as células a apoptose, elevando as
taxas de morte celular. O SNC, que detém uma grande atividade metabolica e onde existe um

enorme trafego de ides calcio, € pois muito sensivel ao stress oxidativo (Sarlak et al., 2013).

A geracdo destes radicais € a chave para o desenvolvimento de varias patologias relacionadas
com neurodegeneracao, imunidade, inflamacao e doencas mitocondriais (Singh & Jadhav,
2014). Com o envelhecimento existe um mecanismo de neurodegeneracao que se presume,
mais uma vez, ser devido a presenca destes radicais livres e ao stress oxidativo (Cardinali et
al., 2013). A melatonina exibe caracteristicas diretas e indiretas com acéo antioxidante, uma
vez que detém a capacidade de equilibrar os efeitos causados pelas ROS (de Almeida et al.,
2011).

Ao reagir contra as ROS, a melatonina demonstra ser um inibidor eficaz da peroxidacao
lipidica (Cardinali et al., 2013). A melatonina é metabolizada pelos radicais livres e
convertida em 3-hidroximelatonina ciclica, fornecendo assim potencial antioxidante (Singh &
Jadhav, 2014). Esta hormona funciona entao como um eliminador dos radicais hidroxilo e
peroxil e ainda estimula as enzimas superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase,

que sao cruciais para a eliminacao dos radicais livres (Singh & Jadhav, 2014).

Desde o nascimento até a puberdade, os niveis de melatonina estdao em constante aumento,
entrando em declinio a partir da meia-idade. Este decréscimo verifica-se tanto nos niveis
diarios, como nos niveis noturnos de melatonina (Hardeland, 2012). Durante o processo de
envelhecimento o cérebro passa por diversas alteracoes. As modificacdes abrangem a
diminuicao do volume cerebral, aumento no volume do sistema ventricular, reducao da
substancia branca e perda de massa cinzenta em regides cerebrais distintas (Sarlak et al.,
2013).
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Por outro lado, individuos mais velhos adormecem e acordam mais cedo, em relacdo com o
padrao de secrecao noturna da melatonina. Deste modo, acordam quando o seu pico de
melatonina alcanca o seu maximo (Wu & Swaab, 2007). O défice de melatonina tem sido alvo
de estudos na glandula pineal, circulacao sanguinea, saliva, liquido cefalorraquidiano (LCR),
bem como, através da quantificacdo do seu metabolito, 6-sulfatoximelatonina, na urina
(Hardeland, 2012). O declinio nos niveis de melatonina pode ser causado pela deterioracéo,
relacionada com a idade, do pacemaker circadiano ou da transmissao neuronal para a
glandula pineal, em concordancia com o que se observa em circunstancias de patologia

neurodegenerativa, ou pode ainda advir da calcificacao da pineal (Wu & Swaab, 2007).

Na doenca de Alzheimer (DA) sabe-se que os niveis de melatonina estdao drasticamente
diminuidos no LCR, inclusivamente, num estagio muito prematuro da condicdo patoldgica.

Nesta doenca, esta ainda reduzida a expressao dos recetores MT1 e MT2 (Liu et al., 2007).

11



2. Ritmo circadiano

2.1.  Definicao
Os mamiferos exibem um largo espetro de adaptacoes fisiologicas sazonais, que incluem os
ciclos de crescimento, metabolismo, termogénese, hibernacdo, migracdo e comportamento

sexual, todos eles sincronizados por um sistema reldgio interno (Wood & Loudon, 2014).

Deste modo, a maioria dos organismos, desde a cianobactéria até ao humano, desenvolveram
um sistema de “relégio” bioldgico, com o objetivo de se adaptarem ao ciclo dia-noite. Este
relogio circadiano esta sincronizado com estimulos externos, chamados de sinais de
Zeitgeber, sendo que o mais importante é o ciclo claro-escuro (Merbitz-Zahradnik & Wolf,
2015).

O termo circadiano deriva do latim Circa diem, que significa “sobre o dia”. O ritmo circadiano
€ um sistema altamente especifico, responsavel pela regulacdo de processos fisiologicos,
bioquimicos e comportamentais, que compreende um periodo de aproximadamente 24 horas
(Chattoraj et al., 2009).

Este processo circadiano é em termos evolutivos extraordinariamente conservado, devido a
caréncia de sincronizar toda a atividade biolégica com as persistentes, mas conjeturaveis,

mudancas fomentadas pela rotacao da Terra (Robinson & Reddy, 2014)

Por outro lado, o sistema relogio é extremamente versatil, permanecendo capacitado para
reagir a qualquer alteracdo ou estimulo externo, como temperatura e ingestao de alimentos
que sdo, por sua vez, habeis a restabelecer o ritmo e assegurar a homeostasia do organismo
(Masri et al., 2013).

Mecanicamente trata-se de um sistema reldgio autonomo, composto por loops e feedbacks
que interagem com E-boxes em genes promotores (Tsang et al., 2014), sendo influenciado por

uma variedade de fatores (Chattoraj et al., 2009).

Nos mamiferos o relogio circadiano esta estruturado hierarquicamente. O oscilador central
(Pacemaker/Masterclock) esta localizado no NSQ, e atua mantendo o ritmo diario em
concordancia com o ambiente externo (Richards & Gumz, 2012). Adicionalmente os
mamiferos possuem reldgios periféricos localizados em praticamente todos os orgdos e

tecidos, gerando um ritmo circadiano local. (Merbitz-Zahradnik & Wolf, 2015).
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0O NSQ é uma estrutura bilateral com elevada densidade celular, localizado adjacentemente
ao terceiro ventriculo cerebral. Na sua constituicdo existem cerca de 50000 neurénios em
humanos e 20000 em roedores (Tsang et al., 2014). Em individuos cegos o Zeitgeber nao esta
sincronizado com a luz ambiental e tém um ciclo livre de 24,5 a 25 horas (Rohr & Herold,
2002).

E entdo devido ao ritmo circadiano que todos os organismos tém a capacidade de conjugar
processos inconciliaveis ou concorrentes e sincronizar periodos de atividade, alimentacéo e
descanso durante os periodos de luz, deferindo esta competéncia vantagens seletivas aos
organismos (Robinson & Reddy, 2014). Na figura 4 podem ser observadas as oscilacoes

circadianas pelas quais o organismo humano passa ao longo de um ciclo de 24h.
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Figura 4- Representacdo esquematica de todas as altera¢des circadianas que ocorrem durante 24h.
Adaptado de (Robinson & Reddy, 2014).
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2.2.  Mecanismo molecular do relogio circadiano

Os componentes chave do processo molecular do relogio circadiano, que conferem um
comportamento ritmico, estdo amplamente caraterizados em inimeras espécies (Robinson &
Reddy, 2014).

Nos mamiferos os genes Periodo (Per1, Per2 e Per3) e Criptocromo (Cry1 e Cry2) constituem
os componentes centrais do relogio circadiano. A expressao destes genes é ativada pelo
dimero proteico formado pelas proteinas Circadian Locomotor Output Cycles Kaput (CLOCK) e
Brain-Muscle Arnt-Like protein 1 (BMAL1) (Merbitz-Zahradnik & Wolf, 2015) (Figura 5).

No global, as proteinas PER e CRY formam complexos no citoplasma que a determinada altura
migram para o nulcleo, onde inibem a acdo do BMAL e CLOCK e consequentemente inibem a

sua propria transcricao (Robinson & Reddy, 2014).

Para além deste loop principal, existe um segundo loop de feedback relevante para a rede de
“genes relogio”. Este segundo loop envolve recetores nucleares REV-ERBa/B e os RORa, que
ativam e reprimem respetivamente a transcricdio do BMAL1, através de um ciclo de

transcricao em anti-fase (Frank et al., 2013).

Oscilacoes na transcricao dos recetores REV-ERBa/B e RORa conferem ritmicidade na
expressao do BMAL1, e o complexo BMAL1/CLOCK atua diretamente no gene do recetor REV-
ERBa/B, estabelecendo deste modo o loop secundario do ritmo circadiano (Frank et al.,
2013).
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Citoplasma

Figura 5- Representacdo esquematica do mecanismo molecular presente no nucleo
supraquiasmatico. Os produtos de transcricao do BMAL e COCK deslocam-se para o
citoplasma e dimerizam. Posteriormente, retornam ao nicleo e ligam a E-boxes
promovendo a transcricdo dos Per, Cry, REV-ERB e ROR. Per e Cry deslocam-se até ao
citoplasma dimerizam e quando retornam ao nicleo inibem a formacdo do complexo
CLOCK/BMAL1. Per e Cry sao subsequentemente degradados por ligacdo a proteina
cinase e Fbxl3 respetivamente. REV-ERB inibe a transcricao do BMAL, enquanto que, o
ROR promove a transcricao do BMAL1. Adaptado de (Robinson & Reddy, 2014)
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2.3. O Ritmo circadiano e a melatonina

O ritmo da Melatonina é gerado pelo relogio central localizado no NSQ, bem como outros
ritmos biologicos (alimentacdo, ciclos de sono, temperatura, cortisol, etc.). Deste modo, o
ciclo claro-escuro € o regulador da secrecao de melatonina. Oscilagdes nos niveis da enzima
ANAT causam ritmicidade na sintese de melatonina. Apos a exposicao a luz os niveis de ANAT

diminuem enquanto que na escuridao estes aumentam (Coomans et al., 2015) (Figura 8).

A luz inibe a sintese de melatonina durante o dia, e a sua auséncia estimula, por outro lado, a
sintese durante a noite. O fotoperiodo externo influencia a atividade elétrica do NSQ,
permitindo deste modo que ocorram dias maiores no verao e menores no inverno. Durante o
verao o sinal de melatonina é relativamente mais curto quando comparado com o inverno, em
que o sinal de melatonina é mais prolongado. Estas mudancas induzidas pelo fotoperiodo na
secrecao de melatonina tém inUmeros efeitos na fisiologia e comportamento sazonal
(Coomans et al., 2015).

A melatonina é entdo secretada durante o periodo de escuriddo. Deste modo, a funcao da
melatonina, como ja foi referido anteriormente, é mediar sinais de luz/escuridao associada a
uma regulacdo do ritmo circadiano e sazonalidade. Assim, a melatonina através desta
informacao comporta-se como um sincronizador enddgeno capaz de estabilizar o ritmo
circadiano. Ap6s uma exposicdo noturna repetida a luz, a producdo de melatonina é
deslocada para a parte da manha, aumentando o sono diurno. Além disso, ha uma relacdo
clara entre a duracdo dos periodos de sono e a secrecdo de melatonina (Figura 6) (Claustrat
et al., 2015).
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Figura 6- Diagrama representativo da regulacdo da luz no relégio circadiano. A retina recebe a
informacao da luz, que é transmitida para o NSQ e posteriormente alcanca a glandula pineal, onde
regula a sintese de melatonina a partir do triptofano. Esta via envolve sinapses no nicleo
paraventricular (NPV), na coluna intermediolateral (ILCC) e no ganglio cervical superior (GCS). A
melatonina libertada no LCR e no sangue atua no NSQ para modular a atividade circadiana, bem como as
oscilagdes circadianas nos tecidos periféricos. AANAT, arylalkylamine N-acetyltransferase; AC, adenylate
cyclase; ASMT, acetylserotonin methyl transferase; CaMK, calcium/calmodulin protein kinase; cAMP,
cyclic adenosine monophosphate; CREB, cAMP response element-binding protein; CSF, cerebrospinal
fluid; NE, norepinephrine; NMDA, N-methyl-D-aspartate receptor; NO, nitric oxide; PACAP, pituitary
adenylate cyclase-activating peptide; PKA, protein kinase A; RHT, retinohypothalamic tract. Adaptado
de (Reiter et al., 2014).
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2.4.  Disrupcao do ritmo circadiano

As doencas cronobioldgicas sao o resultado da dessincronizacdo do ritmo circadiano com os

ritmos ambientais (Chattoraj et al., 2009).

A disfuncdao do ritmo circadiano pode resultar do trabalho por turnos ou doencas
neurodegenerativas, aparentando ter ligacdo a uma ampla gama de doencas como a
depressao, dor, inflamacdo, doencas coronarias, diabetes e cancro, demonstrando a

importancia da manutencao dos ciclos claro/escuro (Wu & Swaab, 2007).

Uma vez que o ritmo circadiano € fundamental para o ciclo do sono, as alteracdes no reldgio
durante o envelhecimento sdo muito frequentemente relacionadas com distirbios de sono
associados a idade, como a reducdo do sono noturno de qualidade e a diminuicdo do estado
de alerta durante o dia (Wu & Swaab, 2007).

Sendo a melatonina um regulador primario do ritmo circadiano, quantificavel numa ampla
gama de amostras bioldgicas, como a urina, sangue e saliva, assume, deste modo, um papel

fundamental como biomarcador da desregulacao circadiana (Mirick & Davis, 2008).
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3. Plexo Coréide

3.1.  Organizacao e morfologia

0 plexo cordide (PC) humano é um tecido que esta localizado nos ventriculos cerebrais e pesa
aproximadamente 2 gramas. Existem quatro plexos, um em cada ventriculo cerebral como se
pode observar na Figura 7. Os plexos dos ventriculos laterais sdo semelhantes estruturalmente
com os do terceiro e quarto ventriculo. Sao constituidos por uma rede vascular, revestida por
uma Unica camada de células clbicas epiteliais, chamadas células ependimarias, unidas por
juncoes muito apertadas. Entre o endotélio e o epitélio esta localizado o estroma (Spector &
Johanson, 2013). No lado basolateral o epitélio contacta com o estroma vascular, ja no lado

apical contacta com os ventriculos cerebrais (Janssen et al., 2013).

As células epiteliais do plexo diferem de outras células epiteliais por formarem a barreira
cerebral na parte fenestrada. Estas células apresentam um elevado conteldo mitocondrial,
12-15% do volume celular, o que pode ser explicado pelas necessidades energéticas

requeridas para o transporte transepitelial (Spector et al., 2015).

O epitélio do PC é caraterizado pela presenca de sistemas de transporte muito especificos e
uma atividade pinealocitica muito baixa, conferindo-lhe uma grande capacidade de controlar

a passagem de substancias (Schwerk et al., 2015).
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Figura 7- Localiza¢do do Plexo Cordide no Cérebro Humano. (A) Ilustracdo da presenca do plexo nos
ventriculos laterais, terceiro e quarto ventriculo, assinalados a vermelho. (B) Cada plexo é constituido
por vasos fenestrados, revestidos por uma Unica camada de células epiteliais, unidos por jungées muito
apertadas, formando a barreira Sangue-CSF. Abreviaturas: BV- Vasos Sanguineos; CP- Plexo Cordide;
CPEC- Células Epiteliais do Plexo Coroide; CSF- Liquidos Cefalorraquidiano, LV- Ventriculo Lateral; NU-
NUcleo; ST- Estroma/ membrana basal; TJ- Juncdes Apertadas; 3V- Terceiro Ventriculo. Adaptado de

(Liddelow, 2015).
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3.2. Funcoes

O plexo participa de um modo crucial na manutencdo da pressao nos ventriculos,
metabolismo cerebral, funcdes celulares dos neuronios, em processos imunologicos e
inflamatérios, na comunicacao celular, neuroprotecao apds isquemia e neurodegeneracio
(Janssen et al., 2013).

O epitélio do plexo secreta, na sua maioria, LCR que ajuda a manter o ambiente cerebral
extracelular estavel. O PC consegue manter este equilibrio por eliminar substancias
indesejadas e por bombear compostos fundamentais, como vitaminas, hormonas e péptidos
através do LCR (Spector & Johanson, 2013).

No SNC é essencial que a composicao do ambiente extracelular seja extremamente bem
controlada para o 6timo funcionamento neuronal. Como tal, existem duas barreiras que
promovem a separacao eficiente entre o plasma circulante e os fluidos cerebrais
extracelulares. A blood-brain-barrier, que separa o plasma do liquido intersticial do cérebro e
a blood-cerebrospinal fluid barrier que, por sua vez, separa o sangue do LCR. Estas estruturas
impedem a difusdo livre de solutos, eliminam e precavém a passagem de xenobioticos,
facultando um ambiente controlado requerido para o o6timo funcionamento do SNC. O
fendtipo destas barreiras € conseguido pela existéncia de juncdes muito apertadas (tight

junctions) entre células adjacentes do epitélio do PC (Redzic, 2013).

0 PC humano produz 400-600 mL de LCR por dia. O LCR que sai dos ventriculos laterais segue
para o terceiro e quarto ventriculos, e posteriormente flui para o espaco subaracnoide do
cérebro e medula espinal pelas aberturas ao longo do cerebelo. No final regressa para a
circulacao periférica através da reabsorcao pelas granulagdes aracnoicas nos seios venosos do
cérebro (Figura 8) (Lehtinen et al., 2013).
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Figura 8- Secrecao e circulacdao do LCR. O LCR é secretado pelo plexo coroide, tecido localizado em
cada ventriculo do cérebro. O LCR parte dos ventriculos laterais para o terceiro e quarto ventriculo,
depois para o espaco subaracnoide e espinal medula. E reabsorvido no final para a circulacao periférica.
Adaptado de (Lehtinen et al., 2013).

O LCR é rico em proteinas, lipidos, hormonas, colesterol, glucose, micro RNA’s e outras
moléculas e metabolitos essenciais as multiplas funcées do SNC. Por outro lado, o LCR detém
um pertinente interesse clinico, uma vez que nele se podem encontrar presentes

biomarcadores para distintas patologias do SNC (Lehtinen et al., 2013).
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3.3. O Plexo Coroide, envelhecimento e doencas neurodegenerativas

Ao longo do envelhecimento e em situacdoes de neurodegeneracdo o PC também sofre
determinadas alteracées morfologicas. Estas mudancas no epitélio podem refletir-se numa
diminuicdo da producao de LCR e sintese de proteinas, nomeadamente o decréscimo na
secrecao de fatores de crescimento, importantes para estimular a neurogénese (Lehtinen et
al., 2013).

No caso particular da DA, o plexo sofre modificacdes muito semelhantes as observadas com o
decorrer da idade. A atrofia do epitélio esta significativamente acentuada, havendo também
perda de massa celular quando comparada com plexos mais jovens e sem patologia. Todas as
modificacdes sofridas na morfologia do plexo vao por consequéncia afetar o seu normal
funcionamento. Por outro lado, ja foram encontradas placas amiloides em autopsias a
individuos com Alzheimer, o que sugere que a deposicao destas placas possa também causar a
disfuncdo do plexo. Das proteinas secretadas pelo plexo ha algumas em particular que
diminuem na DA, como é o caso da Transtirretina, Gelsolina e Apolipoproteina J, sendo estas
estao envolvidas na clearance do péptido beta amiloide (péptido AB) via recetor da megalina.
Portanto, é possivel que a deposicao do AB no plexo possa corromper o transporte e sintese

proteica via megalina (Krzyzanowska & Carro, 2012).

A deposicao de placas amiloides no cérebro aparenta ser a principal causa de deméncia na
patologia de Alzheimer, aumentando o interesse na clearance do péptido AB. Além do péptido
AB é hoje em dia conhecida a presenca de outras proteinas na composicao das placas

amiloides, proteinas associadas amildides (APP’s) (Mulder et al., 2014).

Tem-se tornado cada vez mais evidente que os niveis de AB no cérebro sdo mantidos de
acordo com um equilibrio entre a sua producdo e eliminacdo, quer por via enzimatica,
protéases, quer por via nao enzimatica, através de proteinas transportadoras. O nimero de
enzimas conhecidas como proteoliticas do péptido amildide (ADE’s) tem vindo a aumentar e
ja sdo mais de 20, quer membranares quer sollveis. A enzima que degrada a insulina (IDE) é
uma destas enzimas e desempenha um papel fundamental na eliminacdo do péptido AB do

cérebro (Nalivaeva et al.,2014).

A IDE é uma peptidase de zinco que foi inicialmente identificada como uma enzima implicada
no metabolismo da insulina e com potencial consideravel na diabetes, sendo um dos muitos
vinculos entre a DA e a diabetes. Esta proteina é a principal protease da APP citosdlica. Outro
substrato importante desta enzima é a somatostatina, um neuropéptido que decresce com a
idade e na DA, que ao ligar-se a IDE consegue modular a sua afinidade para o péptido

amildide, através de uma ligacdo alostérica (Nalivaeva et al., 2014).
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Outra enzima importante na clearance do AB é a enzima conversora da angiotensina (ACE),
maioritariamente por agir como carboxidipeptidase e por converter a forma mais hidrofdbica
e toxica, a AB42 em AB40. Deste modo, pode concluir-se que esta enzima pode ser muito
importante para prevenir a acumulacdo da espécie mais toxica do péptido no cérebro
(Nalivaeva et al., 2014).

Por outro lado, as proteinas de ligacao e transporte do péptido amildide interagem de modo a
modular a sua solubilidade, transporte, clearance, degradacao e formacao de fibrilhas (Calero
et al., 2012).

Em 1999, o grupo de investigacdo do cientista Chauhan’s identificou uma proteina secretora,
a gelsolina (GLS), que se pode ligar a forma solivel do péptido amiléide de um modo
dependente da concentracado. Sendo assim, quanto maior é a quantidade de GLS mais AB se
ira ligar até se atingir a saturacdo. Esta ligacdo é altamente especifica para as formas
monomeéricas, semelhante com a ligacdo antigénio-anticorpo, ndo ocorrendo no caso das

formas fibrilares nem oligdmeros (Yu et al., 2015)

Outra proteina de ligacdo ao péptido amiloide no cérebro é a transtirretina (TTR) que facilita
a sua clearance e previne a toxicidade induzida pelo AB. Esta proteina também apresenta
uma maior afinidade para a forma AB-42 quando comparada com a afinidade para a forma AB-
40 (Kerridge et al., 2014).

Outro grupo de proteinas, chamadas as apolipoproteinas, do qual faz parte a Apolipoproteina
J (ApoJ), podem ser encontrados nas formas fibrilares e placas de AB. Estas estao
relacionadas com uma forma mais precoce da doenca, mesmo antes de haver alteracées na
proteina Tau. As apolipoproteinas possuem efeitos benéficos, tal como as outras APP’s, que
passam pela reducao da associacao de oligdmeros de AB. A ApoJ complexada com o péptido
amildide tem a capacidade de se ligar ao recetor de megalina e consequentemente conduz a

internalizacdo e degradacao do AB (Mulder et al., 2014).

As metalotioneinas (MTs) sao proteinas de baixo peso molecular (6-7 kDa), ricas em cisteina e
com elevado conteldo em metais, podendo ser divididas em 4 familias (MT1-MT4). As MT1 e
MT2 estao presentes amplamente em todo o organismo, por outro lado, as MT3 e MT4
encontram-se mais centralizadas no SNC. Pensa-se que estas proteinas conferem uma
vantagem de sobrevivéncia em situacdes de stress biologico e danos celulares. De um ponto
de vista fisiologico é de salientar que condicdes de oxidacao e inflamatdrias conduzem a um
aumento da sintese das MT1 e MT2, podendo estes niveis serem relacionados com a protecao
em doencas neurodegenerativas como a DA. Particularmente pensa-se que o efeito da MT2 no
caso da DA esteja relacionado com a reducdo nas alteracbes da homeostasia idnica

provocadas pelo AB (Manso et al., 2012).
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Il. Objetivo

Ao longo dos anos muitos foram os estudos que confirmam a sintese extra pineal de
melatonina, nomeadamente em varias areas do cérebro tais como, o cerebelo hipocampo e

bolbo olfativo (Acuia-Castroviejo et al., 2014). No entanto, nada ha ainda descrito no PC.

A DA carateriza-se pela deposicao de placas de péptido amiléide em varias regides cerebrais,
controlada por proteinas scavenger que auxiliam na sua clearance, também elas expressas no
PC (Nalivaeva et al., 2014).

Como tal tracaram-se os seguintes objetivos para este trabalho:

e Detetar a presenca das enzimas da via de sintese de melatonina em PC de rato;

e Detetar a presenca de melatonina em meio de culturas primarias de plexo cordide
(CPEC);

e Estudar a oscilacao circadiana da enzima ANAT em plexo coroide de ratos macho e
fémea e em CPEC;

e Analisar a influéncia da disrupcao circadiana na expressao do gene da enzima ANAT,
em PC de ratos macho e fémea;

e Avaliar o efeito da incubacado de explantes de plexo Cordide de rato com melatonina

na expressao dos genes das proteinas scavenger do péptido AB.
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lll. Materiais e Métodos

1. Animais

Os animais utilizados neste trabalho foram Rattus Norvegicus, da estirpe Wistar Han, adultos

(3 a 6 meses) e recém-nascidos (3 a 5 dias).

Todos animais foram criados e mantidos no biotério do CICS, Centro de Investigacdo em
Ciéncias da Saude da Faculdade de Ciéncias da Salude, da Universidade da Beira Interior.
Foram colocados em gaiolas apropriadas a temperatura de 22°C, num ciclo de 12h luz e 12h

escuro, com fornecimento de comida e agua ad libitum.

A manipulacdo dos animais obedeceu as diretrizes da Unido Europeia para o cuidado e

manuseamento de animais de laboratério (Diretiva 2010/63/UE).

1.1. Recém-Nascidos

1.1.1 Cultura primaria de células epiteliais de plexo cordide

Com o objetivo de se obterem as CPEC utilizaram-se ratos recém-nascidos, com 3 a 5 dias, de

onde se recolheram os PC.

Os PCs foram mantidos em tampao fosfato salino (PBS) até serem sujeitos a digestdao com a
enzima pronase (0.2%; Fluka, Seelze, Germany) a uma temperatura de 37°C durante 5

minutos.

Apds este processo os PCs foram centrifugados a 410G durante 2 minutos, rejeitou-se o
sobrenadante e o pellet obtido foi ressuspendido em Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM Life Technologies, Inc., Paisley, UK) completo, que contem 10% de soro fetal bovino
(FBS, Biochrom AG, Berlin) e 1% de antibidtico penicilina/estreptomicina (Sigma, Saint Louis,
USA).

Posteriormente, as células dissociadas mecanicamente foram entao lavadas e ressuspendidas
em meio DMEM suplementado com fator de crescimento epidérmico (Sigma), insulina (Sigma)

e citosina arabinosina C (Sigma).

Por fim, semearam-se as células em placas de 12 pocos com 1,5mL de DMEM suplementado

em cada poco e foram colocadas numa incubadora a 37°C e numa atmosfera de 5% de CO,.

0O meio de cultura foi substituido no dia seguinte e mantiveram-se as células em crescimento
por um periodo de 4-5 dias, para posterior utilizacao. Apos os 4-5 dias, o meio de cultura foi

recolhido e guardado a -20°C para posteriormente ser analisado por HPLC.
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1.1.2 Explantes e estimulo com melatonina

Com o objetivo de se analisar o efeito da melatonina na expressao dos genes scavenger do

péptido AB incubaram-se explantes de PC com esta hormona.
Para a obtencao de explantes de PC utilizaram-se ratos recém-nascidos, com 3-5 dias.

Os PCs foram colocados em placas de 48 pocos contendo 500mL de DMEM simples e por cada

poco foram colocados os plexos correspondentes a dois animais.

A melatonina, previamente dissolvida em etanol 99,9%, foi adicionada aos explantes em trés
concentracbes diferentes (10° M, 10°M, 10 M) e os explantes permaneceram em contacto
com a hormona durante 24 horas. Realizou-se ainda um controlo ao qual se apenas adicionou

o veiculo (etanol a 0,02%).

Apos as 24 horas os PCs foram recolhidos e guardados a -80°C, bem como o meio de cultura

que foi guardado a -20°C.

1.2.  Animais Adultos
1.2.1 Experiéncia do ritmo circadiano

Nesta experiéncia foram utilizados 64 animais, machos e fémeas, com 2 meses + 2 semanas,
que foram mantidos em condicdes normais de 12 horas de luz e 12 horas de escuro, em que a

luz acendia as 7h e desligava as 19h.

Os animais foram divididos em quatro grupos com 8 fémeas e 8 machos cada grupo e foram
sacrificados de 6 em 6 horas, a diferentes ZTs: ZT1, ZT7, ZT13 e ZT19, sendo que estes

tempos correspondem as 08:00, 14:00, 20:00 e 02:00 horas, respetivamente.

No sacrificio dos animais as 20:00 e 02:00 foram tidos os cuidados necessarios para que em
momento algum os animais se encontrassem expostos a luz, utilizando como fonte de

iluminacao a luz infravermelha.

0 sacrificio dos animais foi executado de forma alternada entre machos e fémeas, de forma a
normalizar os resultados. Posteriormente o cérebro foi retirado, os PCs dos ventriculos
laterais recolhidos e congelados em nitrogénio liquido, sendo depois armazenados a -80°C

para posterior extracao de RNA e sintese de cDNA.
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1.2.2 Experiéncia da disrupcao do ritmo circadiano

Nesta experiéncia foram utilizados 32 animais com +2 meses de idade, que foram distribuidos

em dois grupos.

A diferenca de condicoes entre estes dois grupos baseou-se na sua exposicdo a luz, uma vez
que, um dos grupos foi sujeito a ciclos de escuridao constante e o outro a ciclos de luz

constante. Estes dois grupos eram constituidos por 8 machos e 8 fémeas.

Apos 3 dias de exposicao a luz ou escuridao constantes, os animais foram sacrificados com CO,
gasoso e posteriormente decapitados com recurso a uma guilhotina. A eutanasia, no caso dos
animais sujeitos a escuridao constante foi executada na total auséncia de luz, para garantir a

total fiabilidade dos resultados.

0 sacrificio dos animais foi executado de forma alternada entre machos e fémeas, de forma a
normalizar os resultados. Posteriormente o cérebro foi retirado, os PCs dos ventriculos

laterais recolhidos e congelados em nitrogénio liquido, sendo depois armazenados a -80°C.
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2.  HPLC- High Pressure Liquid Chromatography

HPLC é uma técnica cromatografica que se distingue por usar a fase modvel a alta pressao. A
utilizacdo de elevada pressao permite reduzir o tamanho das particulas da coluna e por
consequente o tamanho da coluna, utilizando um menor volume de amostra e um menor gasto
de fase movel. E ainda uma técnica cromatografica bastante sensivel, que permite detetar a

presenca de analitos mesmo em baixas concentracgoes.

2.1.  Solucoes e Reagentes

Todos os reagentes utilizados na preparacdo da fase moével e/ou amostra foram de grau
analitico, a excecdo do metanol que foi de grau HPLC, uma vez que, foi utilizado para o

acondicionamento da coluna e do equipamento.

Além do metanol foram utilizados o cloroférmio, diclorometano e acetonitrilo (Fisher

Chemicals, Loughborough Reino Unido).

2.2. Padrao Interno

Para a identificacdo de qualquer molécula biologica € muito Gtil a utilizacdo de um composto
cuja concentracao se conhece, padrao interno, adicionado a amostra posteriormente a

extracao.

Para uma melhor eficiéncia o padrdo interno deve apresentar uma estrutura semelhante a
molécula em analise e propriedades quimicas similares. Por outro lado, nao deve estar
presente naturalmente nas amostras a analisar e nao deve apresentar sinal no limite de

detecao do analito.

Neste caso, foi utilizada a 3,4-dihidroxibenzilamina, que é a mais utilizada no caso das aminas

biogénicas.

30



2.3.  Solucoes Padrao

As solucdes padrao de melatonina e serotonina foram preparadas ambas em metanol. De
inicio preparou-se uma solucdo mae de cada uma com uma concentracao final de 5 mg/mL.
No final, a concentracao obtida no meio foi de 100 ng/mL. Estas solucdes foram adicionadas
ao meio antes de se proceder a extracdo para também se testar a eficacia do método de

extracao.

2.4. Fase Movel

A fase movel tem como funcdo dissolver a amostra, sem que as duas formem qualquer
interacao. Deve apresentar um elevado grau de pureza ou ser facilmente purificada. Tem que
ser compativel com o detetor utilizado e possuir uma polaridade conveniente de modo a

separar de modo eficiente todos os componentes da amostra.

A fase movel utilizada neste trabalho consistia em 75mM de KH,PO,4, 25uM de EDTA, 1,7mM de
OSA e 15% de acetonitrilo (v/v), sendo o pH ajustado com acido ortofosforico até 3.5. A
temperatura da coluna foi de 23°C. A fase movel foi preparada com agua MilliQ, com um
volume final de 500mL ou 1L, sendo no final filtrada usando um filtro de nylon com 0.2um de

poro e sonicada por um periodo de 15 minutos antes da utilizacéo.

O tempo de cada corrida foi de 20 minutos a um fluxo isocratico de 1 ml/min. Os potenciais
da célula analitica foram de + 300mV no canal 1, canal de oxidacdo, e -150mV no canal 2,

canal de reducao.
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2.5. Equipamentos
2.5.1 HPLC

0 Sistema de cromatografia foi o 1260 da Agilent, com um sistema de injecao automatico e

sistema quaternario de bombas.

2.5.2 Coluna

A separacao dos componentes foi realizada com recurso a uma coluna C,s, de fase reversa,
Zorbax 300SB (Agilent; 5um, 250x4.6mm). Neste tipo de coluna os componentes da amostra
sdo separados com base na sua polaridade. A fase reversa é a mais adequada para a analise
de analitos hidrofobicos. O recheio destas colunas é composto por silica acoplada a grupos

hidrofdbicos, neste caso é o octadecil que € uma cadeira linear de 18 carbonos.

2.5.3 Detetor

O detetor é utilizado para observar a separacao obtida. No caso de nao haver analito presente
na amostra a composicdo do solvente é constante, no entanto é alterada na presenca deste.

Entdo, o detetor tem a capacidade de monitorizar estas diferencas por sinais eletronicos.

Os detetores eletroquimicos sdao os mais sensiveis na detecdo de monoaminas. Estes detetores
dependem de uma reacéo eletroquimica gerada por um potencial constante aplicado por uma
célula eletroquimica na fase movel. Se o potencial for alto o suficiente vai haver oxidacado ou
reducdo nos elementos da fase movel, que gerara um sinal que sera medido em funcao do

tempo, originando um cromatograma de corrente vs tempo.

Os compostos devem ser de natureza eletroativa para serem suscetiveis a este tipo de
detecdo. O potencial aplicado é caracteristico de cada composto, e é dependente de varios

fatores como a natureza da superficie da célula, composicdo da fase movel e o pH.

O detetor utilizado foi o Coulochem Il (ESA) com uma célula contendo um elétrodo de

elevada sensibilidade.

2.6. Amostras

As amostras utilizadas foram meio de cultura de CPEC. O meio foi recolhido apds 6 dias em

cultura e armazenado em tubos de 50mL a -80°C.
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2.7. Extracao da Melatonina

0 processo de extracao € uma operacao de separacao ou purificacdo de um componente que
se pretende isolar do resto da amostra.

A extracdo liquido-liquido é um método para separar um componente especifico de uma
mistura de liquidos, baseado nas diferentes solubilidades dos componentes da amostra em

dois liquidos imisciveis, neste caso a amostra e o solvente organico.

O solvente foi colocado num tubo com a amostra e foi submetido a agitacdo durante
aproximadamente 1 hora. Apos este tempo, os tubos foram centrifugados e recolheu-se a fase
transparente onde estava contido o analito de interesse, e a fase rosa foi dispensada. O
solvente evaporou numa atmosfera de azoto e o residuo depositado foi dissolvido em 100pL
de fase movel.
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3. Extracdo de RNA total e sintese de DNA complementar

3.1.  Extracao de RNA total

Para a extracao de RNA total utilizou-se o reagente Trizol, que se define como uma solucao
monofasica composta por fenol e guanidina isotiocianato, que possibilita a disrupcao celular e

dissolucdo de varios componentes celulares, sem nunca alterar a integridade do RNA.

Apds a adicao deste reagente as amostras sao sujeitas a disrupcdo mecanica com recurso a
um pildo, e permanecem 5 minutos a temperatura ambiente, de modo que todos os

complexos nucleoproteinas se dissociam por completo.

Posteriormente adicionou-se o cloroformio (200uL de Cloroférmio por 1mL de Trizol), a cada
uma das amostras e misturou-se por inversao. Durante 10 minutos as amostras permaneceram
a temperatura ambiente, e foram posteriormente centrifugadas a 4°C durante 15 minutos, a
uma velocidade de 12000G.

Depois deste processo obtiveram-se 3 fases: a do fundo com coloracédo rosa € considerada a
fase organica onde se encontram proteinas e residuos de cloroformio, a interfase de cor
branca onde se encontra o DNA e em cima a fase de interesse (transparente) onde se
encontra o RNA.

Desta forma, a fase de interesse foi recuperada para um novo tubo, ao qual se adicionou
isopropanol (500uL de Isopropanol por cada mL de Trizol), misturou-se novamente por
inversao, obtendo-se o RNA precipitado.

Apdés um periodo de 10 minutos de incubacdo a temperatura ambiente e posterior
centrifugacao a 4°C, durante 10 minutos a 12000G, o sobrenadante é rejeitado e o pellet que
contém o RNA precipitado, é lavado com 500uL de etanol dissolvido em 25% de agua
dietilpirocarbonato (DEPC), e centrifugado a mesma temperatura durante 5 minutos a 7500G.
Para finalizar, retirou-se o excesso de etanol e o pellet de RNA foi rehidratado e dissolvido
em 10puL de agua DEPC e guardado a -80°C.

Durante todo este processo deve ter-se o maximo de cuidado uma vez que o RNA é muito
suscetivel a degradacao através da acao de ribonucleases que se encontram presentes em
materiais bioldgicos e sdo extremamente persistentes a diferentes tratamentos.

Por outro lado, o RNA é uma molécula bastante instavel, mais uma razao para se redobrarem
os cuidados durante todo o processo de extracao.

E portanto obrigatéria a utilizacdo de agua DEPC livre de ribonucleases, materiais
autoclavados e luvas de modo a minimizar qualquer tipo de contaminacao. E ainda
importante referir que a realizacao de todo o processo deve ser efetuado em gelo de modo a

proteger o RNA da degradacao pela temperatura.
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3.2. Determinacao da integridade do RNA

De forma a garantir a viabilidade do RNA para posterior utilizacdo é importante determinar o

seu estado de integridade.

As amostras de RNA foram analisadas com recurso a eletroforese em gel de agarose a 1%
corado com Greensafe premium (NzyTech, Portugal) que atua como intercalante com os

acidos nucleicos.

As amostras para deposicdo no gel sdo preparadas com 2pL de RNA, 8uL de agua DEPC e 1L

de Loading Buffer 10x, sendo posteriormente depositadas no gel.

O gel correu a uma intensidade de corrente de 100V durante 30 minutos e no final da corrida

¢ visualizado no transiluminador.

A integridade e viabilidade do RNA é avaliada pela presenca de duas bandas no gel, a 185 e a

28S, sendo que a segunda deve apresentar o dobro da intensidade da primeira.

Em situacoes de degradacao, esta proporcao de intensidade nao se verifica, e pode observar-

se arrastamento.

3.3. Quantificacao do RNA total

Para quantificar o contelido de RNA das amostras recorre-se a técnica de espectrofotometria,

utilizando o nanoespectrofotometo Nanophotometer™ (Implen, Germany).

Este equipamento permite-nos avaliar de um modo direto o conteldo da amostra de RNA
numa concentracao de ug/pL e o racio A260/A280, que permite avaliar o estado de pureza do
RNA.

O RNA é considerado puro quando a razado entre as absorvancias se encontra no intervalo

entre 1,8 e 2,1.

Um valor inferior a 1,8 é um indicativo de contaminac&do por proteinas ou por fenol, por outro

lado valores superiores a 2,1 sao indicativos de contaminacao com DNA.

3.4.  Sintese de DNA complementar

A sintese de cDNA é um passo essencial para a posterior realizacdo de RT-PCR e PCR em
Tempo Real. Este processo ocorre pela acao da enzima transcriptase reversa, que produz uma
copia exata e sem introes de DNA a partir de RNA mensageiro.

A transcricao Reversa foi realizada utilizando o kit NZY First-Strand cDNA Synthesis Kit
(NzyTech, Portugal) conforme as instrucoes fornecidas pelo fabricante.

Para cada reacao adicionou-se RNA na concentracao de 500ng/pL, 10uL de NZYRT 2x Master

Mix, 2uL de NZYRT Enzyme Mix e H,0 DEPC até se perfazer um volume final de 20pL.
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Os tubos sao colocados no termociclador a: 25°C durante 10 minutos, 50°C durante 30
minutos, 85°C durante 5 minutos. De seguida sao retirados e colocados em gelo aos quais se
adiciona 1uL de NZY RNase H e incubou-se a 37°C durante 20 minutos.

Os tubos, contendo o cDNA, sao retirados do termociclador e sao guardados a -20°C até serem

utilizados.

4. RT-PCR

O RT-PCR (reacao em cadeia da polimerase via transcriptase reversa) € uma técnica de
biologia molecular que possibilita a replicacdo in vitro de DNA de forma extremamente
rapida, que foi desenvolvida por Kary Mullis na década de 80 (Saiki et al., 1988). Este método
baseia-se na capacidade da DNA polimerase conseguir sintetizar uma nova cadeia de DNA
através de uma outra previamente disponivel. A técnica de PCR possibilitou a confirmacédo da
presenca dos genes das enzimas intervenientes no processo de sintese de melatonina, em PC
de rato. Para a selecao dos primers mais apropriados para cada gene, recorreu-se ao
programa Primer-Blast-NCBI-NHI. Na tabela 2 encontram-se as sequéncias de primers para

cada gene, bem como a temperatura de Melting correspondente.

Tabela 2- Lista de primers utilizados para RT-PCR.

CCAGGAGAACAAAGACCATTC ATTCAGCTGTTCTCGGTTGATG ~ 3>°C
GAACAGACTTAACGGGAGCCTTT CTACTCCCTCTCTGCTCGCAG 28°C
TTGCATGATTCTCCTGCCTA CCCAGAATCCTGTGAGAAATG 56°C
TACGGGGACAGGAAGTTTTG GTGCCACTTCTGGGTTCATT 54°C

Nesta técnica, de forma a amplificar as sequéncias pretendidas foi utilizada a enzima NzyTaq
DNA polimerase (NzyTech Portugal) seguindo as instrucdes do fabricante. Para cada reacao
utilizou-se 5uL de 10x Buffer, 1,5uL de MgCl2 a 50 mM, 1uL de dNTP’s a 10mM, O, uL de
Primer Fw e 0,3uL de Primer Rv a uma concentracao 25umol, e 0,2pL de NzyTaq. No final,
perfez-se o volume até 23,5uL com agua destilada e a cada reacdo adicionou-se 1,5uL de

cDNA, a excecdo do negativo, ao qual se adicionou agua estéril.
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Todo o processo de RT-PCR ocorreu num termociclador TProfessional Basic Gradient
(Biometra) nas seguintes condicoes: 95°C durante 5 minutos, 40 ciclos de 95°C durante 30
segundos, temperatura 6tima de emparelhamento de cada primer durante 45 segundos e por

fim as amostras foram expostas a 72°C durante 5 minutos.

Para a visualizacao dos produtos de PCR procedeu-se a preparacao de um gel de agarose a
1,5% com Greensafe premium, que permitiu a identificacao das bandas. Utilizou-se ainda no
gel um marcador de peso molecular, Hiperladder Il (Bioline) que permitiu identificar por
comparacao o peso da banda do produto de PCR. O gel foi observado no transiluminador onde
se confirmou o peso de cada banda, os produtos foram entao sequenciados e confirmada a sua
identidade.

5. PCRem Tempo Real

A técnica de PCR em tempo real é uma combinacdo da metodologia de RT-PCR com um
mecanismo de detecao por fluorescéncia em tempo real. A quantificacdo do mRNA da enzima

ANAT, foi realizada usando o kit Maxima SYBR®Green (Thermo Scientific).

Para a otimizacdo da técnica foram realizados testes de eficiéncia, com quatro concentragoes
distintas de cDNA, 1:1 1:2, 1:4, 1:8. Como controlo endogeno foi utilizado o gene da
ciclofilina A, para obter uma normalizacao nos niveis de expressao do gene em estudo. Todas

as amostras foram realizadas em duplicado, no termociclador iCycler Ig ™ (Bio-Rad).

As reacbes de amplificacdo para cada gene em estudo e para o gene endogeno, foram
preparadas para um volume final de 20uL: 10uL de Syber green, 0,8uL de primer Fw e 0,8uL
de primer Ry diluidos de 1:20, 1,5uL de cDNA e perfez-se o volume até 20pL com agua estéril.
As condicoes de amplificacao foram as seguintes: 95°C durante 3 minutos, 40 ciclos de 95°C

durante 15 segundos, 56°C durante 30 segundos e 72°C durante 30 segundos.

As formacoes de dimeros de primers e a especificidade do produto amplificado foram
avaliadas através da analise da curva de melting. Os niveis relativos de expressao da enzima

ANAT nos diferentes grupos foram calculados pelo método AACt.
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6. Analise Estatistica

A analise estatistica neste trabalho pratico foi realizada com recurso ao programa GraphPad
Prism 5 (Graphpad Software, San Diego, CA, EUA), tendo sido avaliada pelos testes
estatisticos ANOVA, seguido do teste de Bonferroni. Considerou-se um resultado estatistico

significativo quando p<0.05.
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IV. Resultados

1.  Confirmacao da presenca das enzimas envolvidas na sintese de
melatonina no plexo coréide

Para se confirmar a presenca das enzimas da via de sintese da melatonina utilizou-se a
técnica RT-PCR, que permitiu a amplificacdo das sequéncias dos genes em estudo. Os
fragmentos amplificados foram observados por eletroforese em gel de agarose na presenca de
Green Safe e confirmou-se que correspondiam ao pretendido por comparacao com o marcador
de peso molecular, HipperLadder Il. Na figura 9 ilustra-se, da esquerda para a direita, o

marcador M, controlo negativo CN e o fragmento de cada gene de interesse.

Os produtos de PCR foram sequenciados e os resultados foram analisados no programa NCBI-
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) confirmando-se, por comparacao com a base
de dados, a identidade das sequéncias de mRNA correspondentes aos genes em analise. Apos
alinhamento das sequéncias amplificadas com as sequéncias da base de dados de Wistar Han,
obteve-se uma homologia superior a 95% para todas as sequéncias nucleotidicas. Deste modo,

confirmou-se a presenca de mRNA dos genes da via de sintese da melatonina em PC de rato.

A B C D
M CN Tphil

M CN DDC M CN  ANAT M CN HIOMT

500 pb

Figura 9- Eletroforese em gel de agarose 1,5% ilustrando a expressio de mRNA dos genes das
enzimas da via de sintese da melatonina em plexo coréide de rato. Na figura esta representado (da
esquerda para a direita) o marcador (M), o controlo negativo (CN) e os fragmentos do gene em causa
Tph1 (A) com 208 pb, DDC (B) com 488 pb, ANAT (C) com 105 pb e HIOMT (D) com 198 pb.
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2. Presenca de serotonina e melatonina em meio de cultura das
CPEC

Apos a confirmacao da presenca das enzimas da via de sintese de melatonina verificou-se a
sua producdo pelo plexo Cordide. Usando uma técnica cromatografica, foi analisada a
presenca de serotonina e melatonina em meio de cultura de CPEC. Para se garantir que o
meio nao continha nenhum dos analitos foi realizado um ensaio em branco, que consistiu em
analisar meio de cultura que nao esteve em presenca de células. Este meio foi submetido a
todos os passos da experiencia, incluindo o processo de extracao e secagem com azoto
liquido. Apds a analise do ensaio em branco foi possivel concluir que o meio ndao continha
serotonina nem melatonina como se pode observar na figura 10. Pela analise dos padroes,
solucdes de serotonina e melatonina com concentracdes conhecidas, foi possivel determinar o
tempo exato a que cada analito aparecia no cromatograma, ou seja, o seu tempo de retencao
na coluna que para a serotonina foi de aproximadamente 8,7 minutos e para a melatonina
15,3 minutos. Neste caso especifico os analitos foram separados consoante a sua polaridade,
ou seja, quanto mais apolares os compostos mais tempo permanecem na coluna e demoram a
chegar ao detetor. As solucdes padrao foram injetadas antes de iniciar cada ensaio, para se
ter uma maior precisao de que o sinal observado correspondia ao analito pretendido. Como se
pode observar na figura 11, a presenca de serotonina foi confirmada em meio de CPEC pela

técnica de HPLC, com recurso ao detetor eletroquimico.

Intensidade de Corrente (mA)

Tempo (min)

Figura 10- Cromatograma ilustrativo do ensaio em branco. O pico correspondente a fase movel esta
assinalado na figura.
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Figura 11- Cromatograma que ilustra o pico de serotonina detetado no meio de cultura recolhido
das CPEC. Pode ser observado na figura o pico da fase moével (A) e o pico de serotonina (B).

A melatonina sendo uma molécula muito mais hidrofobica que a serotonina apresenta um
tempo de retencao bem maior como se pode observar na figura 12, onde apresenta um tempo

de retencao de aproximadamente 15,3 minutos.

Foi seguido o mesmo procedimento, e a presenca de melatonina foi também confirmada por
HPLC, com recurso a um detetor eletroquimico. Ainda que, o pico apresente menos
intensidade pode garantir-se por comparacao com o tempo de retencao da solucao padrao

que se trata da melatonina.
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Intensidade de Corrente (mA)

Figura 12- Cromatogramas ilustrativos da presenca de melatonina em meio recolhido das CPEC. (A)
visao geral do cromatograma, onde se encontra assinalado o pico de melatonina. (B) Visao mais
aproximada do pico de melatonina. A area do pico de melatonina é significativa, uma vez que a

quantidade de proteina é ilustrada pela largura do pico e nao pela sua altura.
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3. Regulacdo da expressao da enzima ANAT em CPEC pelo ritmo
circadiano

A enzima ANAT é considerada a enzima chave no processo de sintese de melatonina. Depois

de se confirmar a sua presenca no plexo cordide procedeu-se a analise da sua expressao ao

longo de 24h.

De forma a estudar as possiveis oscilacoes da enzima ANAT associadas ao ritmo circadiano,
recolheram-se CPEC em intervalos de 6 horas, 08:00, 14:00, 20:00 e 02:00, avaliando

posteriormente a expressao da ANAT por PCR em tempo real.

Pela observacao da figura 13 verifica-se que ha um aumento significativo da enzima ANAT as
20:00 e 02:00 quando comparado com as 14:00 (p <0.001). Quando se compara com as 8:00

nao se verifica qualquer alteracao significativa.

ANAT
300-

250+ wx
200+
150+

100+

n
(=]
1

Niveis Relativos de mRNA %

Tempo (horas)

Figura 13- Variacdo da expressao do mRNA da ANAT em CPEC de rato recolhidas a diferentes horas.
Os dados foram analisados através do software Graphpad (ANOVA, teste Bonferroni). Onde ***

representa diferenca estatisticamente significativa (p<0.001;n=5-8).
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4., Regulacdo da expressao da enzima ANAT em plexo cordide de
rato pelo ritmo circadiano

Com o objetivo de analisar a regulacao da expressao da enzima ANAT pelo ritmo circadiano,
avaliou-se a expressao do seu mRNA em PC de ratos fémea e macho recolhidos a diferentes
ZTs: ZT1 (8:00), ZT7 (14:00), ZT13 (20:00) e ZT19 (02:00), pela técnica de PCR em tempo

real. Para a normalizacao dos valores utilizou-se o gene da Ciclofilina.

Os niveis de ANAT variam ao longo do dia nas fémeas, atingindo o pico de expressdo na
auséncia de luz, mais concretamente uma hora apos as luzes apagarem (ZT13). Verificam-se
diferencas estatisticamente significativas entre o ZT7 e o ZT13 (p<0.05; Figura 14). Ja nos
machos os niveis de mRNA da ANAT mantiveram-se constantes nos periodos em analise, nao

mostrando variacoes estatisticamente significativas (Figura 14).

ANAT = Fémeas

1504 -+ Machos
1254
100+

75+

50+

25

Expressdo Relativa da ANAT (%)

é'rx 'é\ é,,;'b 1}':9 éf-lﬁs
ZT (horas)

Figura 14-Variacdo da expressdao do mRNA da ANAT em PC de rato macho e fémea a diferentes
horas. Os dados foram analisados através do software Graphpad (ANOVA, teste Bonferroni). Onde

*representa diferenca estatisticamente significativa (p <0.05; n=5-8).
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5. Efeito da disrupcao do ritmo circadiano na expressao da enzima
ANAT no PC de rato

O efeito da disrupcao do ritmo circadiano na expressao da enzima ANAT foi analisado em
plexos de ratos machos e fémeas expostos durante 3 dias a ciclos de luz ou escuridao
constante. Os resultados foram comparados com um grupo controlo, constituido por
animais da mesma idade expostos a um fotoperiodo normal, 12 horas de luz e 12 horas de

escuro.

Os niveis de expressao da ANAT apo6s a disrupcao do ritmo circadiano nao sofreram

alteragdes significativas, quer em fémeas, quer em machos (Figura 15).

A : = B Machos
= Fémeas x
S 150~
> [
< pa
z <
P s -
& o . - 100- - ‘
E - .:-- .: % :
&’ 50- o - o o ¥ 504 . ﬁ
g ---:-- .: g - %
o 0' L T o o- T
> > Q/ @
w Q;’o 3 w N & 5

Figura 15- Expressao relativa de mRNA do gene ANAT apés disrupcao do ritmo circadiano, no plexo
coréide de rato. Cada barra representa a média + SEM (n=5-8). Nas fémeas (A) nao houve variagao
significativa na expressao da enzima, bem como nos machos (B); LL- Luz/Luz, EE- Escuro/Escuro e LE-

Luz/Escuro.
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6. Regulacdo da expressao dos AB scavengers em explantes de PC
pela melatonina

Para estudar os possiveis efeitos da melatonina em processos neurodegenerativos,
nomeadamente na DA, foram incubados explantes de PC com diferentes concentracoes de
melatonina e analisou-se a expressao de moléculas sequestradoras do péptido AB: ACE, IDE,
ApoJ, MT2, TTR e GLS.

Na figura 16 podem ser observados os graficos correspondentes a analise dos resultados de

PCR em tempo real da expressdao das moléculas sequestradoras de AB.

A expressao do gene ACE, nao apresenta diferencas estatisticamente significativas
comparando o controlo com as diferentes concentracdes de melatonina (Figura 16A). Na
Figura 16B esta representada a expressao do gene da IDE onde se podem observar diferencas
estatisticamente significativas quando se compara o controlo negativo com a concentracao
mais elevada de melatonina (10 ~°M; p<0.01). Nao se observam diferencas significativas
utilizando as concentracées de melatonina mais baixas (10°M e 10®M). Na Figura 16C pode
observar-se que a expressdao da ApoJ ndo sofre qualquer alteracdo apds estimulos com
melatonina. A MT2, representada na Figura 16D, apresenta diferencas estatisticamente
significativas quando se compara o controlo negativo com a concentracao mais elevada de
melatonina (10"; p<0.05). Na Figura 16E estd representada a expressiao da TTR, que
apresenta diferencas estatisticamente significativas quando se compara o controlo negativo
com a concentracao mais elevada de melatonina (10-3M; p<0.01). Por fim, pode observar-se
na Figura 16F que a GLS também apresenta diferenca estatisticamente significativa quando se
compara o controlo negativo com a concentracao (10°"; p=0.01). Neste grafico pode-se
observar ainda diferencas estatisticamente significativas por comparacao do controlo e a

concentracao mais baixa (10%M; p<0.05).
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Figura 16- Regulacdo da expressao dos genes sequestradores do péptido AB. ACE (A), IDE (B), ApoJ (C),
MT2 (D), TTR (E) e Gls (F) em explantes de plexo cordide tratados com Melatonina (10°M; 10°M e 103M),
durante 24 horas a 37°C. Em cada grafico o CN (controlo negativo) representa os explantes incubados com o
veiculo (etanol a 0.02%). Valores expressos em média + SEM (n=5-8).
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V. Discussao

A identificacao de novos locais de producdo de melatonina extra glandula pineal tem vindo a
aumentar. No cérebro ja sao varios os tecidos descritos como produtores desta hormona,
nomeadamente, cerebelo, hipocampo e bolbo olfativo (Acuna-Castroviejo et al., 2014). A
principal funcdo da melatonina é funcionar como reguladora do ritmo circadiano (Tsang et
al., 2014).

Recentemente, genes associados ao ritmo circadiano foram identificados no PC de rato pelo

nosso grupo de investigacao e foi demonstrada a sua ritmicidade (Quintela et al., 2014).

Apesar de ja ter sido observado a presenca dos recetores de melatonina (MT1 e MT2) no PC
(Lacoste et al., 2015), ainda ndo existem evidéncias relativamente a producao de melatonina

neste tecido.

Para averiguar se o plexo produz melatonina, foi inicialmente confirmada a presenca das
enzimas da sua via de sintese por RT-PCR. Esta técnica ja foi utilizada em varios estudos
semelhantes: num estudo efetuado em 2001 foi descrita a presenca das enzimas ANAT e
HIOMT por RT-PCR, em varios tecidos (baco, coracdo, rim, musculo, entre outros) (Stefulj et
al., 2001). Foi ainda observada num outro estudo realizado em culturas celulares de
astrocitos, a presenca das enzimas ANAT e HIOMT também por RT-PCR (Liu et al., 2007).

Posteriormente a presenca de melatonina em meio de cultura de CPEC foi avaliada por HPLC,
com o recurso a um detetor eletroquimico, onde se conseguiu identificar a melatonina e a
serotonina. Num estudo efetuado no ovario, a presenca de melatonina foi detetada por este
método, mas usando um detetor de fluorescéncia (Itoh et al.,). Este método é considerado
bastante adequado para detetar e quantificar a melatonina por ser muito sensivel e seletivo,
sendo a coluna C18 a mais apropriada para a sua separacao e o detetor eletroquimico mais
sensivel que o de fluorescéncia, como foi demonstrado num estudo efetuado em amostras

bioldgicas (de Almeida et al., 2011).

De forma a avaliar a ritmicidade circadiana do gene da ANAT, o padrao diario deste gene foi
analisado por PCR em tempo real em CPEC a diferentes horas (08:00,14:00, 20:00 e 02:00
horas). A expressao de mRNA da ANAT apresentou oscilacoes circadianas, ocorrendo o pico
maximo de expressdo as 02:00 horas e o minimo as 14:00 horas. Este estudo foi também
efetuado em animais machos e fémeas. Nos machos nao se observa qualquer tipo de
oscilacdo, ja nas fémeas os niveis da enzima ANAT variam durante o dia, atingindo um
maximo as 20h (ZT13). Estes resultados estdo de acordo com o que acontece na glandula
pineal, uma vez que os niveis de expressio da ANAT aumentam na auséncia de luz e

diminuem na sua presenca (Klein et al., 2010). Na retina, onde também ha sintese de
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melatonina, esta producao segue os eventos circadianos (Klein et al., 2010). O facto de sé se
observar oscilacoes nas fémeas pode estar relacionado com as hormonas, uma vez que varios
estudos indicam que alteracdes no ritmo circadiano das mulheres ocorrem devido a elevadas

concentracdes de estrogénios (Nakamura et al., 2010).

A manutencao do ciclo claro-escuro na sincronizacao do organismo é de extrema importancia,
ja que alteracdes na exposicdo a luz podem conduzir a alteragdes no ritmo circadiano
interno. Estudos com modelos animais sujeitos a alteracdes no seu fotoperiodo normal,
demonstraram alteracdes no comportamento, bem como défice de memoéria e aprendizagem,
devido a uma diminuicao na neurogénese do hipocampo ( Karatsoreos, 2014). Em humanos, a
exposicao a luz pode alterar a secrecdo hormonal, como resposta a presenca ou auséncia de
luz na retina. Como ja referido, a luz é o sincronizador circadiano mais potente e pode

exercer alteracoes drasticas no ritmo circadiano. (Mirick & Davis, 2008).

Neste sentido, avaliou-se também neste trabalho, se a dirupcdo do ritmo circadiano pode
alterar a expressao do gene da ANAT, em fémeas e machos. Para tal, um grupo de ratos foi
exposto a luz constante (LL) e outro a escuridao constante (EE). A analise dos resultados
baseou-se nas diferencas de expressao entre o grupo sujeito as condicdes descritas
anteriormente e o grupo controlo exposto a um fotoperiodo normal (12 horas de escuro e 12
horas de luz). Foi entao verificado que a exposicao quer a EE ou LL nao afetou a expressao do
gene da ANAT quer em fémeas quer em machos. Resultados distintos destes foram observados
num estudo efetuado em células de hipocampo, em que a producdo de melatonina apos
exposicao a luz ou escuridao constantes sofria uma drastica reducao (Mueller et al., 2011). As
diferencas observadas entre o nosso estudo e outros ja publicados podem ser devidas ao
numero reduzido de ZTs analisado, uma vez que a recolha de PCs so6 foi efetuada a uma hora
(neste caso ZT1; 08:00). Tendo em conta que no plexo, nao se verificaram efeitos causados
pela disrupcéo, € possivel que este funcione de modo a repor os niveis de melatonina, quando

a pineal sofre alguma alteracao com a disrupcao do ritmo circadiano.

A DA ¢é a patologia neurodegenerativa mais comum, sendo a sua principal causa a deposicao
de placas de péptido AB em varias regides do cérebro (Lin et al., 2013). Deste modo o
interesse na clearance do péptido AB tem aumentado (Mulder et al,. 2014). Existem varias
proteinas sequestradoras do péptido AB, que podem ser dividias em dois grupos de enzimas:
as proteoliticas do péptido amildide (IDE e ACE) e as proteinas de ligacao e transporte do
péptido amiléide que interagem de modo a modular a sua solubilidade, transporte, clearance,
degradacao e formacao de fibrilhas (GLS, TTR, ApoJ e MT2).

A melatonina aparenta ter efeitos benéficos na DA, maioritariamente pela sua elevada
capacidade antioxidante, uma vez que o stress oxidativo esta envolvido no mecanismo desta
patologia (Srinivasan et al., 2006). Estudos também demonstraram que a melatonina é capaz

de reduzir os agregados de AB, in vivo e in vitro (Lin et al., 2013).
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0 efeito da melatonina, na expressao relativa dos genes das proteinas scavenger do AB (IDE,
ACE, Gls, TTR, ApoJ e MT2) em explantes de PC foi estudado com recurso a técnica de PCR

em tempo real.

Os explantes foram sujeitos ao tratamento com trés concentracoes diferentes de melatonina
(10°M, 10°M e 103M) durante 24h a 37°C. O tratamento com melatonina no caso das
proteinas ACE e ApoJ ndo resultou em alteracoes estatisticamente significativas na expressao
dos genes destas moléculas. Por outro lado, os genes da IDE, MT2, TTR e GLS apresentaram
alteracoes estatisticamente significativas, quando os explantes foram estimulados com a

concentracao de melatonina mais elevada (10°M ).

Apesar de ndo haver estudos que relacionem a melatonina e os AB scavenger, varios outros
estudos foram efetuados em células do cérebro incubadas com a melatonina. Estes estudos
demonstraram que esta apresenta efeitos benéficos na patologia de Alzheimer. Esta hormona
inibe danos mitocondriais, induzidos pelo péptido AB, em neurdnios jovens em células do
hipocampo (Dong et al., 2010). Noutro estudo, também no hipocampo, provaram que a
melatonina diminui a toxicidade induzida pelo AB (lonov et al., 2011). Sabe-se ainda que a
melatonina tem a capacidade de diminuir a taxa de apoptose em células que tiveram
contacto com o péptido AB (Jang et al., 2005) e de estimular a sintese de outras enzimas com

capacidade antioxidante (Mayo et al., 2002).
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VI. Conclusdes e Perspetivas Futuras

Com a realizacdo deste trabalho provou-se a presenca das enzimas da via de sintese de
melatonina em PC de rato. Para além disso, utilizando a técnica de HPLC, foi possivel
verificar a presenca de melatonina e serotonina em meio de cultura das CPEC. Verificou que a
expressao de ANAT, em CPEC e PC de ratos fémea, apresenta uma oscilacao ritmica. Apds a
disrupcao do ritmo circadiano, por exposicao a luz ou escuridao constante, nao foi observada

qualquer alteracdo nos niveis de expressao da ANAT.

Por PCR em tempo real, concluiu-se que a melatonina aumenta a expressao de mRNA de

algumas moléculas sequestradoras do péptido AB. Posteriormente, seria importante

quantificar estas proteinas no PC e no meio de cultura, por Western blot.

De forma a garantir que o PC tem a capacidade de produzir melatonina, seria essencial a
realizacao de um estudo in vivo. Neste estudo seriam utilizados animais sujeitos a uma
pinealectomia e um outro grupo controlo (sem remocdo da glandula pineal) com o mesmo
numero de animais e da mesma idade. Apos o sacrificio destes animais proceder-se-ia a
quantificacdo de melatonina por HPLC e a analise da expressao da enzima ANAT no PC. A
atividade das enzimas ANAT e HIOMT também seria comprovada. Deste modo, poder-se-ia
provar que o PC é efetivamente um tecido extra-pineal produtor de melatonina, em que a sua
sintese é regulada pelo ritmo circadiano
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