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RESUMO

O cortex cerebral desempenha diversas funcbes, estando envolvido nos
processos de locomocgédo, aprendizagem e memoria. Esta estrutura também esta
diretamente relacionada aos mecanismos de diversas doencas neuroldgicas. Os
astrécitos s@o células da glia com importantes fungdes, como por exemplo,
homeostase dos neurotransmissores glutamato e acido gama-aminobutirico
(GABA), respostas antioxidante e anti-inflamatéria, bem como formagéo e
manutencdo da barreira hematoencefédlica (BHE). Contudo, essas funcdes
fisiologicas podem sofrer declinio a longo prazo e contribuir para distirbios
caracteristicos do envelhecimento. Nesse contexto, estudos in vitro se
concentraram na cultura de roedores neonatos para definir caracteristicas
bioquimicas, celulares e moleculares dos astrécitos. No entanto, devido a
imaturidade das conexdes celulares em animais jovens, a cultura de astrocitos
proveniente de animais adultos representa uma importante ferramenta para
investigar o possivel impacto da exposicdo a estratégias glioprotetoras em
células maduras. Dentre as diversas moléculas com efeitos benéficos, a
melatonina é um hormonio da glandula pineal responsavel por controlar o ritmo
circadiano, resposta antioxidante, resposta inflamatoria, fatores de transcricéo e
biogénese mitocondrial. Logo, a melatonina pode fornecer respostas
glioprotetoras. Neste sentido, glioprotecao se refere a um conjunto de estratégias
gue fornecem protecdo ao sistema nervoso central (SNC) através das células
glias. A partir do exposto acima, investigamos os efeitos da melatonina na cultura
de astrécitos de cortex de ratos Wistar adultos (90 dias), avaliando a viabilidade
e metabolismo celular, parametros astrocitarios como atividade da enzima
glutamina sintetase (GS), contetdo da glutationa (GSH) e a expressdo do RNAm
da enzima limitante da sintese de GSH, glutamato cisteina ligase (GCL);
liberacdo de fatores troficos e vias de sinalizacdo relacionadas aos efeitos da
melatonina. Nossos resultados mostram que a melatonina nédo alterou a
viabilidade das culturas de astrécitos, bem como os niveis de lactato extracelular
em relacdo ao controle experimental. Quanto aos parametros glutamatérgicos,
nao houve alteracdo na GS, GCL ou no conteudo da GSH. Contudo, a
melatonina causou uma significativa reducdo da expressdo dos fatores de
transcricdo nuclear kappa B (NFkB), ciclooxigenase-2 (COX-2) e 6xido nitrico
sintase induzivel (INOS). Os mediadores inflamatdrios interleucina 6 (IL-6) e 10
(IL-10) também aumentaram pos tratamento com a melatonina. Adicionalmente,
a melatonina causou o aumento do fator de transcricdo nuclear eritroide 2
relacionado ao fator 2 (Nrf2) e a sirtuina 1 (SIRT1), e reduziu o RNAm da proteina
cinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK) e do coativador-1 alfa do
receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama (PGC-1a). Assim, os
resultados sugerem que na cultura de astrécitos de roedores adultos, a
melatonina foi capaz de promover a¢des anti-inflamatorias através da acao direta
sobre mediadores inflamatérios e/ou por vias classicas associadas a
neuroinflamacéo, além de regular mecanismos protetores relacionados a este
horménio, como por exemplo Nrf2/SIRT1. Assim, a presente dissertacao mostrou
pela primeira vez os potenciais efeitos glioprotetores da melatonina em culturas
de animais adultos.

PALAVRAS-CHAVE: astrdcitos, cortex, glioprotecdo, melatonina.

VI



ABSTRACT

The cerebral cortex performs several functions, being involved in the processes
of locomotion, learning and memory. This structure is also directly related to the
mechanisms of several neurological diseases. Astrocytes are glial cells with
important functions, such as homeostasis of the neurotransmitters glutamate and
gamma-aminobutyric acid (GABA), antioxidant and anti-inflammatory responses,
as well as formation and maintenance of the blood-brain barrier (BBB). However,
these physiological functions may have a long-term decline and contribute to
disorders associated with aging. In this context, in vitro studies have focused on
astrocyte cultures from neonatal rodents to define biochemical, cellular and
molecular characteristics of astrocytes. However, due to the immaturity of cellular
connections in young animals, cultured astrocytes from adult animals represent
an important tool to investigate the possible impact of exposure to glioprotective
strategies on mature cells. Among the various molecules with beneficial effects,
melatonin is a pineal gland hormone responsible for controlling the circadian
rhythm, antioxidant response, inflammatory response, transcription factors and
mitochondrial biogenesis. Therefore, melatonin can provide glioprotective
responses. In this sense, glioprotection refers to a set of strategies that provide
protection to the central nervous system (CNS) through glial cells. Based on the
above, we investigated the effects of melatonin on astrocyte cultures from the
cortex of adult Wistar rats (90 days), evaluating cell viability and metabolism,
astrocytic parameters such as activity of the enzyme glutamine synthetase (GS),
glutathione content (GSH) and the mRNA expression of the rate-limiting enzyme
for GSH synthesis, glutamate cysteine ligase (GCL); release of trophic factors
and signaling pathways related to the effects of melatonin. Our results show that
melatonin did not alter the viability of astrocyte cultures, as well as the levels of
extracellular lactate relative to the experimental control. Regarding glutamatergic
parameters, there was no change in GS, GCL or GSH content. However,
melatonin caused a significant reduction in the expression of nuclear transcription
factors kappa B (NFkB), cyclooxygenase-2 (COX-2) and inducible nitric oxide
synthase (iINOS). The inflammatory mediators interleukin 6 (IL-6) and 1 (IL-10)
also increased after melatonin treatment. Additionally, melatonin caused an
increase in the nuclear transcription factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) and
sirtuin 1 (SIRT1) and reduced the mRNA of adenosine monophosphate-activated
protein kinase (AMPK) and peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1l-alpha (PGC-la). Thus, these results suggest that, in cultured
astrocytes from adult rodents, melatonin was able to promote anti-inflammatory
effects through direct action on inflammatory mediators and/or through classical
pathways associated with neuroinflammation, in addition to regulating protective
mechanisms related to this hormone, such as Nrf2/SIRT1. Thus, the present
study showed for the first time the potential glioprotective effects of melatonin in
adult animal cultures.

KEYWORDS: astrocytes, cortex, glioprotection, melatonin.
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INTRODUCAO

O presente trabalho iniciara introduzindo o papel do cértex no sistema
nervoso central (SNC), bem como dos neurénios e células gliais. Posteriormente,
serdo apresentadas fungdes dos astrocitos, particularmente em relagcdo ao
modelo de cultura astrocitaria de roedores adultos utilizado neste trabalho. O
texto transcorrera com uma introducdo sobre a melatonina, sua sintese e
mecanismos de acao desta intervencao de escolha. E para finalizar a introdugao,
sera apresentado o conceito de glioprote¢do visando dois pontos chave deste
trabalho: os astrocitos e a melatonina. Em sequéncia, sera apresentada a
justificativa a respeito da melatonina na cultura de astrocitos maduros e os
objetivos que nortearam esta pesquisa. As metodologias serdo precedidas pelos
resultados obtidos e da discussao, baseada na literatura e nos resultados, de
maneira a integrar as informagoes e fornecer possiveis aspectos protetores e

mecanismos de agao na cultura de roedores adultos.

1. CORTEX CEREBRAL

O SNC ¢é dividido em encéfalo e medula espinal, sendo o encéfalo
subdivido em cérebro, cerebelo e tronco encefalico (BEAR, 2017). O cértex
cerebral faz parte do encéfalo e apresenta somente a substancia cinzenta, no
gual o encéfalo é dividido em dois hemisférios que incluem a camada externa e
interna (substancia cinzenta e branca, respectivamente) e quatro lobos, sendo
eles o lobo frontal, parietal, temporal e occipital (JAWABRI KH, 2023). De
maneira geral, o cortex cerebral € um integrador de diversificadas informacoes,
participando de estimulos e respostas relacionadas ao movimento,

aprendizagem, visdo, audicdo, memoria e entre outros (SILVERTHORN, 2017).

Considerando todas essas fungbes essenciais para a manutencao da



homeostasia do SNC, é esperado que os mecanismos de diversos disturbios
neuroldgicos e doencas neurodegenerativas estejam relacionados ao cortex
cerebral (VAN OLST et al., 2021). Portanto, as funcdes e possiveis danos no
cortex cerebral influenciam diversos estudos para entender as causas, mas

também para investir estratégias no ambito de neuroprotecdo ou glioprotecéo.

Em termos celulares, o SNC possui dois grupos de células: neurdnios e
glia, sendo a glia composta pelos oligodendrocitos, microglia e os astrocitos. Os
neurénios, de maneira geral, consistem no soma, dendritos e o axénio (BEAR,
2017). Apesar de algumas semelhangas morfoldgicas, os neurbnios diferem na
fisiologia e principalmente a nivel molecular, que podem influenciar no
acometimento de neuropatologias especificas dos neurdnios sensoriais ou
motores (KANDEL, ERICO; SCHWARTZ, JAMES; JESSEL, 2014). As células
gliais sdo compostas por trés tipos de células, sendo os oligodendrécitos
responsaveis pela formacao da bainha de mielina, que facilita a condugao do
potencial de acao (BEAR, 2017), e a microglia esta envolvida na fagocitose e em
respostas inflamatérias com base no ambiente cerebral (COLONNA;
BUTOVSKY, 2017). Além dos oligodendrocitos e da microglia, o cérebro € dotado

de outro tipo de células gliais bastante versateis: os astroécitos.

2. ASTROCITOS

Os astrocitos sao células da glia com diversificadas fungoes que vao além
do suporte neuronal (GIOVANNONI; QUINTANA, 2020). Quanto a morfologia, os
astrécitos possuem uma citoarquitetura estrelada com multiplos prolongamentos
e constituicdo em termos de citoesqueleto pelas proteinas actina, tubulina,
proteina glial fibrilar acida (GFAP) e vimentina (MIDDELDORP; HOL, 2011;

QUINCOZES-SANTOS et al.,, 2021). Estas caracteristicas conferem aos



astrocitos a capacidade de contato com diversas células através da
interacdo com vasos sanguineos, conectando a periferia corporal ao SNC
(QUINCOZES-SANTOS et al., 2021). Além disso, estas células apresentam
diferencas funcionais e moleculares dependentes de regido, como maior
refinamento em processos finos por parte de astrocitos corticais e hipocampais
maduros quando comparados ao hipotdlamo, bem como nas jungbes

comunicantes que diferem nas regides cerebrais (MOREL et al., 2017).

2.1. FUNCOES ASTROCITARIAS

Dentre as diversas fungdes desempenhadas pelos astrocitos, o ciclo
glutamato-glutamina reforga a importancia das células gliais na cooperagao com
0S neurdnios ao proporcionar a manutengao dos neurotransmissores glutamato
e acido gama-aminobutirico (GABA), de forma que os astrécitos captam o
glutamato da fenda sinaptica via transportadores glutamato-aspartato (GLAST) e
transportador de glutamato 1 (GLT-1). Posteriormente, através da enzima
glutamina sintetase (GS), o glutamato € convertido em glutamina, que é
exportada para os neurdnios finalizando a reciclagem do glutamato
(QUINCOZES-SANTOS et al., 2021; ZHOU et al., 2020). E interessante salientar
que, embora esta seja uma das funcdes e acdes mediadas pelos astrocitos, ha
ainda diversos indicativos que estas células apresentam diferencas funcionais e
moleculares dependentes de regido em relagdo a expressao de GLAST/GLT-1 e

atividade da GS (MOREL et al., 2017).

Paralelamente a esta funcao, a desregulacao na atividade ou expresséao
da GS pode resultar no aumento de aménia no SNC e, consequentemente,
hiperamonemia e encefalopatia, ja que a GS esta diretamente associada a
detoxificagdo da aménia (HAKVOORT et al., 2017). Além disso, durante doengas

cerebrais pode ocorrer a liberacdo excessiva de glutamato e comprometimento



do ambiente celular, de maneira que nesta situagdo a GS pode atenuar diversos

eventos patolégicos (JAYAKUMAR; NORENBERG, 2016).

Além do ciclo glutamato-glutamina, os astrocitos fornecem suporte tréfico
ao secretar diversos fatores que atuam na neurogénese e sdo essenciais para a
diferenciacao, sobrevivéncia e regeneracao neuronal. Dentre eles, o fator
neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), o fator de crescimento transformador-p (TGF-B) e a proteina
S100B (FARINA; ALOISI; MEINL, 2007; QUINCOZES-SANTOS et al., 2021).
Concomitantemente, estas células gliais participam da formagao e manutencao
da barreira hematoencefalica (BHE), plasticidade e suporte metabdlico neuronal,

metabolismo energético e homeostase idnica (SOUZA et al., 2013a).

E importante salientar que os astrocitos também podem se tornar reativos
(ESCARTIN; GUILLEMAUD; CARRILLO-DE SAUVAGE, 2019) sendo
observados os subtipos A1 e A2 (KWON; KOH, 2020). O subtipo A1 é descrito
como promotor da desregulacéo de sinapses e como decisivo para a patogénese
de diversos disturbios, por outro lado o subtipo A2 pode exercer fungoes
reparadoras e que estimulam a sobrevivéncia neuronal (FAN; HUO, 2021). De
modo geral, a reatividade astrocitaria difere devido a heterogeneidade destas
células e das respostas em condi¢cdes de estresse, sendo expressa através de
diminuicdo da captagcao e reciclagem de neurotransmissores, aumento da
infiltracdo de células imunes, diminuicdo do suporte trofico, desregulacao dos
niveis de calcio e aumento da resposta inflamatoria (PATANI; HARDINGHAM;

LIDDELOW, 2023).



2.1.1 DEFESA ANTIOXIDANTE

O suporte para a homeostase do SNC advindo dos astrécitos se estende
para a protecao antioxidante através da enzima superoxido dismutase (SOD) e
do tripeptideo glutationa (GSH), que € formado pela combinagdo dos
aminoacidos cisteina e glutamato através da enzima glutamato cisteina ligase
(GCL), enzima limitante da via, para formar y-glutamilcisteina ao qual
posteriormente a glicina € adicionada (BOBERMIN et al., 2022b; FORMAN;
ZHANG; RINNA, 2009). E importante destacar que a GSH é o principal
antioxidante do SNC (QUINCOZES-SANTOS et al., 2021). A classe de enzimas
SOD regulam a conversao de radicais superoxidos em oxigénio e peroxido de
hidrogénio em resposta a producado de espécies reativas ao oxigénio (EROs)
(ELEUTHERIO et al., 2021). A SOD1 e a SOD2 sao dois subtipos das trés
presentes na familia da SOD, sendo a SOD1 presente no espacgo intermembranar
mitocondrial, peroxissoma e citosol, enquanto a SOD2 se encontra na matriz

mitocondrial (ELEUTHERIO et al., 2021; MIAO; ST. CLAIR, 2009).

Quando se trata de resposta pré-oxidante, os astrécitos podem produzir
oxido nitrico (NO), uma vez que expressam isoformas da enzima éxido nitrico
sintase (NOSs) (KIKUGAWA et al., 2017). O NO é um importante fator na
sinalizacao celular para vasodilatacdo, resposta imune e neurotransmissao
(CINELLI et al., 2020). A isoforma iINOS (induzivel), conhecida pelo seu papel na
fisiopatologia da inflamacao, depende exclusivamente de inducao celular para a
sua expressao e, consequente, liberacdo do NO em niveis mais elevados que os

outros membros da sua familia (ANAVI; TIROSH, 2020; CINELLI et al., 2020).



2.1.2 ASTROCITOS E INFLAMACAO

A neuroinflamacdo é uma caracteristica importante de diversas doencas
neuroldgicas, sendo uma condicdo desencadeada por uma série de
disfungdes/falhas em respostas imunes ou pela exacerbada resposta diante de
insultos (DIAZ-CASTRO et al., 2021). Essa caracteristica est4 presente na
esclerose multipla (EM) e na doenca de Alzheimer (DA) que sdo sabiamente
neurodegenerativas, de forma que o papel dos astrdcitos tem se tornado foco no
estudo de neuropatologias devido a sua responsividade inflamatéria
(LINNERBAUER; WHEELER; QUINTANA, 2020; PATANI; H, ARDINGHAM,;

LIDDELOW, 2023).

A BHE é essencial para barrar a entrada de patogénos e céulas imunes
provenientes do plasma para o parénquima cerebral, de forma que a sua
constituicdo é voltada para essa seletividade através de células endoteliais
cerebrais, como as claudinas, os pericitos, associacdo com microglia, neurénios
e, dentre outros, os astrécitos (KNOX et al.,, 2022). Os astrocitos atuam na
formacédo e manutencéo da BHE, de forma que ha um extensivo controle, através
de mecanismos moleculares, do trafego sanguineo de leucocitos e diversas
células envolvidas narespostaimunolégica de tecidos adjacentes (SOFRONIEW,
2015). A capacidade de responder a estimulos inflamatérios € uma das funcdes
astrocitarias, uma vez que estas células podem expressar e secretar importantes
mediadores proé-inflamatorios como a interleucina-1p (IL-1B) e o fator de necrose
tumoral a (TNF-a) em resposta a insultos (KWON; KOH, 2020). Contudo, os
astrécitos também ativam diferentes fatores neurotroficos que podem influenciar
na sobrevivéncia de células circundantes durante a inflamag&o, como no caso

da modulag&o do fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) (LINNERBAUER,;



ROTHHAMMER, 2020), bem como induzir a neuroprotecdo por estimular a
liberacdo da interleucina 4 (IL-4), interleucina 10 (IL-10) e do TGF- que s&o

moléculas com caracteristicas anti-inflamatorias (KWON; KOH, 2020)

Em termos de fatores de transcricéo, o fator nuclear kappa B (NFkB) € um
heterodimero constituido de duas subunidades, p65 e p50, no qual ele é
amplamente associado a senescéncia celular, de modo que suas acdes sao
voltadas para estimulos inflamatérios, através do TNF-a e interleucinas, da
regulacdo de genes pro e anti-apoptéticos, além de fatores de crescimento
(TILSTRA et al., 2011). Logo, o NFkB é um importante mediador de efeitos
neuroinflamatorios, portanto o aumento da sua expressao durante o
envelhecimento € um mecanismo critico que esta presente nos astrécitos

maduros em processo de senescéncia (SOUZA et al., 2016a).

2.2 ASTROCITOS E O ENVELHECIMENTO

Neuroquimicamente, o envelhecimento é caracterizado por diversas
alteracdes na funcionalidade cerebral e, estas alteracdes, sdo relacionadas a
prejuizos nas sinapses e na comunicacdo neurénio-glia, através da producédo de
EROs, disfuncdo mitocondrial e inflamacao cronica (COHEN; TORRES, 2019;
SOUZA et al., 2016b). Além disso, o papel dos astrocitos parece ser heterogéneo
durante o envelhecimento e neurodegeneragao, uma vez que suas respostas diferem
nas distintas regides cerebrais (cortex, hipocampo e cerebelo) em termos de
morfologia, reatividade astrocitaria, resposta imune e expressao génica (PLANAS-

FONTANEZ et al., 2021).

O metabolismo dos astrocitos pode ser afetado durante o envelhecimento
e, nesse sentido, o suporte neurotrofico destas células na reciclagem de

neurotransmissores € no suporte energético neuronal sofre declinio, podendo



ocorrer reducao da translocacao dos transportadores de glicose nos neurdnios,
gerando assim grande demanda energética na producéao de lactato por parte dos
astrocitos (JIANG; CADENAS, 2014). As caracteristicas senescentes também
podem se manifestar de maneira prematura quando os astrocitos sdo expostos
a desafios estressores, de forma que ha a expressao da proteina p21 e aumento
da atividade da enzima B-galactosidase (COHEN; TORRES, 2019). Além disso,
diversos processos que envolvem fungdes classicas e essenciais astrocitarias
sdo alterados ao longo da senescéncia, como a captacao de glicose, expressao
do transportador de glicose 1 (GLUT1) e atividade da enzima GS, que sofrem um
declinio na cultura de roedores adultos e envelhecidos. Além disso, o conteudo
da GSH no cértex € impactado diretamente pela reserva energética, reciclagem
de neurotransmissores e resposta a outros sistemas antioxidantes (SOUZA et

al., 2015).

2.3 CULTURA PRIMARIA DE ASTROCITOS

Varias propriedades astrocitarias foram evidenciadas in vitro utilizando
culturas de astrécitos obtidas a partir de ratos neonatos como modelo de estudos
bioquimicos e morfolégicos destas células (SOUZA et al., 2013a). Por outro lado,
€ importante salientar as diferencas de respostas frente a insultos ou estimulos
protetores em células de cérebros imaturos quando comparadas as células
provenientes de roedores adultos (BOBERMIN et al., 2020; SOUZA et al., 2013a;
XIANG et al., 2020). Diante disso, a cultura de roedores adultos pode oferecer
evidéncias quanto a atividades astrocitaria por apresentar marcadores gliais
caracteristicos como a GFAP, a GS, a proteina S100B, a captacao de glutamato
e os transportadores GLAST e GLT-1 (SOUZA et al., 2013a). Dessa forma, a
cultura astrocitaria de roedores adultos pode oferecer avaliagdes mais fidedignas

de processos bioquimicos e morfologicos no cérebro maduro, almejados durante



o processo de neurodegeneragcdo quando o objetivo & estudar vias e
mecanismos de ac¢do na presenga de uma molécula neuroprotetora, como a

melatonina.

3 MELATONINA

Popularmente conhecida como a “expressao quimica da escuridao”, a
melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) € um hormdnio extremamente versatil
produzido em resposta a escuriddo e inibido pela exposi¢ao a luz, até mesmo
através da luz azul artificial (MINICH et al., 2022). Nesse cenario, diante da
possivel inibicdo da melatonina a noite devido a exposicao a luz artificial e as
recentes discussdes sobre disturbios do sono e saude imunolégica durante a
pandemia da COVID-19, o estudo deste horménio se intensificou para entender

suas ac¢des na homeostase do SNC (MINICH et al., 2022).

A disponibilidade da melatonina ao longo da vida humana sofre diversas
variagdes comecgando desde a infancia, de modo que somente apds trés meses
de idade ha o desenvolvimento da producao de melatonina em bebés, ou seja,
s6 ha exposicao a melatonina através da amamentacédo (MINICH et al., 2022). O
pico da sua producao ocorre durante a infancia e sofre declinio a partir da
puberdade, de maneira que ao longo dos anos os niveis de melatonina
decrescem e, assim, o0 envelhecimento apresenta como caracteristica a

supressao dos niveis deste horménio (HARDELAND, 2019; MINICH et al., 2022).

Na glandula pineal, especificamente no pinealdcito, a sintese de
melatonina inicia com o triptofano sendo transformado em 5-hidroxitriptofano
pela enzima triptofano hidroxilase, seguida da formacao da serotonina que sera
acetilada pela arilalquilamina N-acetiltransferase (AANAT) formando a N-

acetilserotonina (NAS), que por sua vez da origem a melatonina através da



enzima acetilserotonina O-metiltransferase (ASMT) (AMARAL; CIPOLLA-NETO,

2018; REITER; TAN; GALANO, 2014).

Sintese da melatonina
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Figura 1. Sintese da melatonina. Adaptada de Russell G. Foster, 2021.(FOSTER,

2021)

3.1 MECANISMOS DE ACAO E EFEITOS PROTETORES DA MELATONINA
Inicialmente, é importante salientar algumas caracteristicas que facilitam
as acoes da melatonina, dentre elas os seus receptores especificos (MT1, MT2
e MT3) presentes em diversos tecidos humanos, tanto no cérebro quanto em
tecidos periféricos (MELHUISH BEAUPRE et al., 2021). Os receptores MT1 e
MT2 sao membros dos receptores acoplados a proteina G e, enquanto o MT1
esta envolvido na inibicdo da adenilato ciclase de uma célula alvo e amplamente
encontrado no cérebro e tecido periférico, o receptor MT2 esta envolvido na
hidrolise de fosfoinositol em locais restritos como hipotalamo, retina e tecido
cardiaco (GUNATA; PARLAKPINAR; ACET, 2020; REITER; TAN; GALANO,
2014). Ja o receptor MT3 nao € acoplado a proteina G e apresenta semelhanca

com a enzima quinona redutase 2 (GUNATA; PARLAKPINAR; ACET, 2020).

10



Além disso, a melatonina atua nas respostas redox combatendo EROs e
espécies reativas de nitrogénios (ERN) através ou independente de seus
receptores, bem como seus metabdlitos atuam sobre possiveis danos oxidativos
(MINICH et al., 2022). Em relacédo a vias de sinalizagdo, a literatura descreve a
modulacdo de fatores chaves para a homeostase como a inducdo da
translocacgédo para o nucleo do fator de transcricao nuclear eritroide 2 relacionado
ao fator 2 (Nrf2), responsavel por desencadear vias anti-inflamatérias e
antioxidantes, supressao do NFkB e ampla associacdo com a sirtuina 1 (SIRT1),

descrita como um mediador dos efeitos da melatonina (HARDELAND, 2019).

Complementar as respostas anti-inflamatérias através da inibicdo do
NFkB, a melatonina jA& demonstrou que consegue atuar barrando o dano
inflamatorio por meio do receptor do tipo NOD contendo um dominio de pirina do
tipo 3 (NLRP3), envolvido em diversos processos patoldgicos na lesdo ou
reperfusdo naisquemia cerebral (QIN et al., 2021). E, aliado a isto, este hormoénio
desempenha a supressdo dos niveis da IL-6 e da IL-13, bem como inibe a

ciclooxigenase 2 (COX-2) e o TNF-a (FERLAZZO et al., 2020).

Radical dnion superdxido Distribuic&o universal em animais e plantas

Peroxido de hidrogénio

Disponibilidade enddgena e exdgena

Radical hidroxila Afravessa barreiras morfofisiologicas
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';
AN
¥2

Oxigénio singleto
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Liga metais de transicao
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Figura 2. Principais efeitos da melatonina. Espécies reativas ao oxigénio

(EROs), espécies reativas ao nitrogénio (ERNs), cadeia transportadora de
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elétrons (CTE) e liquido cefalorraquidiano (LCR). Adaptada de Reiter RJ,

2016.(REITER et al., 2016).

Devido a sua caracteristica anfifilica, a melatonina € disposta em muitos
tecidos ja que consegue atravessar facilmente a BHE ou a partir do sangue e do
liquido cefalorraquidiano (LCR) para tecidos alvo (MELHUISH BEAUPRE et al.,
2021). Mas, mesmo com a sua ampla distribui¢cao, o tecido mais afetado por este
hormdnio € o cérebro, de maneira que a melatonina regula o ritmo circadiano,
desenvolvimento da puberdade, afeta os neurdnios do hipocampo na formagéao
da memédria, sendo usada como tratamento para disturbios neurolégicos como
depressao, isquemia cerebral, lesdo cerebral, doengas de Alzheimer e Parkinson
(AHMAD et al., 2023). Algumas das vantagens da melatonina como tratamento
de disturbios neuroldgicos foram descritas em modelo animal de Parkinson, no
qual este horménio promoveu a neuroprotecdo, além de ser descrito como
promotor de neurogénese, neuroplasticidade e dendritogénese em diversos

modelos animais (WON; NA; KIM, 2021).

Quanto aos modelos de estudo deste hormonio, embora diversos estudos
in vitro e in vivo descrevam ac¢des neuroprotetoras da melatonina, os estudos
clinicos sao inconclusivos quanto ao seu papel na neuroprotecao (CHITIMUS et
al., 2020). Contudo, os trabalhos in vivo e in vitro estabeleceram diversas
possiveis vias de acdao da melatonina, dentre elas a inibicdo da via NFKB/COX-
2 e 0 aumento expressivo de SIRT1 (KUMAR; HALDAR; VERMA, 2021). Além
disso, este horménio versatil nas suas fungoes ja foi referido como protetor de
danos ao acido desoxirribonucléico (DNA) e promotor de reparo, ou seja, foi

capaz de preservar as funcdes celulares ao combater o estresse oxidativo

12



advindo de irradiagao ultravioleta (UV) ou por meio de moléculas citotoxicas

(TALIB, 2018).

4 GLIOPROTECAO

As fungdes gliais sdo amplas e vao desde a participagdo na sobrevivéncia
neuronal, neurogénese, sinaptogénese, participagcdo da transmissao sinaptica,
bem como transporte de nutrientes, promovendo a comunicacgao entre a periferia
e cérebro (ARGENTE-ARIZON et al., 2017). Todas essas a¢des mediadas com
o objetivo de protecdo do SNC, em condiges fisioldgicas e patoldgicas, podem

ser descritas como glioprotecao (QUINCOZES-SANTOS et al., 2021).

Diversas moléculas sdo estudadas com o objetivo de investigar seu
potencial glioprotetor, considerando o papel das células gliais na funcionalidade
fisiolégica do SNC. Nesse sentido, varios estudos utilizam como estratégias
moléculas como o resveratrol e a guanosina (DIAS et al., 2022; QUINCOZES-
SANTOS et al.,, 2014), de forma a entender o papel destas células e seus
mecanismos de acdo. A variabilidade de moléculas usadas para o tratamento e
qgue demonstraram efeitos benéficos em cultura de astrécitos € amplo, ja que
diversas substancias de origem vegetal possuem a versatilidade na promoc¢ao
da glioprotecao envolvendo isoflavonas, curcumina e sulforafano; bem como o
uso do composto enddgeno acido lipéico com objetivo de promover um ambiente
celular estavel para que nao desenvolva prejuizos a longo prazo (QUINCOZES-

SANTOS et al., 2021).

Nesse sentido, diversas condi¢cdes patolégicas possuem em comum 0O
desequilibrio de parametros oxidantes, inflamatorios, acometimento em recursos
metabdlicos e excitotoxicidade, os quais envolvem diretamente a participacao

dos astrécitos (BELANGER; MAGISTRETTI, 2009). Logo, a modulacdo de

13



parametros astrocitarios por moléculas como a melatonina pode ser um alvo

promissor para a glioprotegéo.
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JUSTIFICATIVA

A melatonina apresenta diversas funcdes e mecanismos de acao que tém
sido elucidados em cultura celular e in vivo, fornecendo a base para entender as
contribuicbes desta molécula para a homeostase de diversos sistemas. Contudo,
poucos estudos abordaram os possiveis efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios
e vias de transducéo de sinal que a melatonina pode induzir em um cérebro
maduro com conexdes bem formadas, particularmente em relacdo aos
astrocitos. Assim, ao considerar o0os aspectos das conexfes celulares
previamente estabelecidas no cérebro maduro, a cultura de astrécitos de ratos
Wistar adultos pode fornecer respostas mais fidedignas quando comparada a
cultura obtida de animais recém-nascidos. Além disso, astrocitos corticais séo
fundamentais para o entendimento da progressdo de doencas cerebrais, que
comumente estdo associadas ao cérebro maduro. Portanto, o tratamento com
melatonina na cultura astrocitaria de roedores adultos pode promover a melhor
compreensao dos efeitos da melatonina sobre parametros astrogliais e seu

impacto no processo de envelhecimento.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da melatonina em cultura de astrécitos corticais de ratos

Wistar adultos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar na cultura de astrécitos de roedores adultos:

A morfologia e viabilidade celular apds o tratamento com melatonina;
Os niveis extracelulares de lactato;

A atividade e expresséo da enzima astrocitaria GS;

Os parametros redox, como producédo de radicais livres pela oxidacao
de diclorodihidrofluoresceina (DCFH), niveis de GSH e expresséo das
enzimas GCL, SOD1 e SOD2;

A liberacédo e/ou expressao de mediadores inflamatorios: IL-6, IL-10,
IL-1B, TNF-a e o NLRP3;

Os potenciais mecanismos associados aos efeitos da melatonina,
como a modulagéo da expressédo génica de NFkB, COX-2, INOS, Nrf2,
heme oxigenase 1 (HO-1), proteina cinase ativada por AMP (AMPK),
coativador-1 alfa do receptor ativado por proliferadores de

peroxissoma gama (PGC-1a) e SIRT1.
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