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RESUMO

A homeostase redox ja foi descrita como “o meio aureo da vida saudavel” e sua regulagdo
pode ocorrer através do controle de atividade enzimatica ou em nivel transcricional.
Importantes fatores de transcrigdo relacionados a esta homeostase sdo FoxO3 e Nrf2,
ambos influenciados pela acdo da melatonina (MEL). Esta indolamina e seus metabolitos
constituem uma familia quimica particularmente eficiente, com grande capacidade de
combate ao estresse oxidativo, podendo atuar de forma direta contra 0s mesmos ou
indireta, atuando na inducdo da expressdo de enzimas antioxidantes. Um tipo celular
constantemente exposto a insultos oxidativos € o eritrocito, dessa forma, o presente estudo
utilizou a linhagem eritroleucémica K562 induzidas a diferenciacdo em células eritroides.
Assim, a presente proposta teve como objetivo investigar o possivel efeito modulador da
MEL sobre as vias de sinalizagdo redox PI3K/AKT/FoxO3 e Keapl/Nrf2/ARE, em
cultivo de células eritroleucémicas K562 submetidas a inducdo de estresse oxidativo,
favorecendo a manutencdo da homeostase redox celular. Para tanto, avaliou-se a
viabilidade, bem como os niveis de transcritos dos genes de importantes enzimas
antioxidantes, utilizando células K562 em diferentes periodos de diferenciacéo eritroide
como modelo experimental. Assim, o estudo contou com trés amostras pseudoreplicadas
acompanhadas durante cinco dias de acordo com os periodos de incubacdo, sendo as
avaliacOes realizadas: antes do inicio (DQ), no inicio de diferenciacdo (D2) e final da
diferenciacéo (D4). Além disso, cada amostra foi dividida nos seguintes grupos: células
eritroides sem inducdo de estresse oxidativo e tratamento antioxidante (Referéncia);
celulas sob inducdo de estresse com perdxido de hidrogénio (100 uM H20>); células
tratadas com 1 nM (C1) e com 1 mM (C2) de MEL,; por fim, dois conjuntos de células
tratados com as mesmas concentracdes de MEL associados com a indugéo do estresse
(C1+ H202 e C2+ H20z, respectivamente). Dentre os principais resultados, observou-se
o reestabelecimento de niveis fisiol6gicos de Nrf2 em ambas concentra¢des de MEL, sob
inducdo de estresse com peroxido, quando comparado ao grupo sob a acdo apenas do
agente estressor, sugerindo um efeito citoprotetor. A menor concentracdo (C1)
relacionou-se com a inducdo da expressdo de genes antioxidantes por intermédio da via
NRF2-ARE, quando comparados com suas respectivas referéncias. Este padrdo foi
observado no dia 0 para os genes da CAT, SOD1, PRXD1 e 6; No dia 2, foi constatado
para CAT, PRDX1 e 6. Em relacdo ao dia 4, 0 mesmo padréo foi observado para SOD1,
PRDX1 e 6, sugerindo, inclusive, um efeito protetor da MEL em relacdo a esta primeira
peroxirredoxina, uma vez que os tratamentos utilizando MEL ocasionaram uma
expressao semelhante aos niveis fisioldgicos. Quanto a C2, esta relacionou-se com a
inducdo da expressdo de FOXO3, quando associada ou ndo a inducdo de estresse
oxidativo; sendo que, no D4, C2 + H202 mostrou-se relacionada a uma reducdo de
viabilidade celular possivelmente relacionada a ativacdo de vias apoptéticas. Dessa
forma, os efeitos da administracdo de MEL nestas células apresentaram um padrao
periodo e dose-dependentes contra o estresse oxidativo induzidos com H20,, com agédo
direta sobre a detoxificacdo do agente estressor e indireta, visto que a via FoxO3
apresentou papel sugestivo de inducdo de vias apoptaticas, enquanto o fator de transcrigéo
predominantemente responsavel pela manuten¢do da homeostase redox nas células K562
foi o Nrf2. Dessa forma, o presente trabalho reforca a importancia dessa indolamina na
regulacdo da homeostase celular, sendo uma alternativa terapéutica promissora para
doengas que apresentam um dano oxidativo exacerbado, devido ao seu potente efeito
redutor.

Palavras-chave: Melatonina. Estresse oxidativo. Antioxidantes. Estresse antioxidante.



ABSTRACT

Redox homeostasis has already been described as “the golden mean of healthy living”
and its regulation can occur through the control of enzymatic activity or at the
transcriptional level. Important transcription factors related to this homeostasis are FoxO3
and Nrf2, both influenced by the action of melatonin (MEL). This indolamine and its
metabolites constitute a particularly efficient chemical family, with a great capacity to
fight oxidative stress, which can act directly against them or indirectly, acting on the
induction of the expression of antioxidant enzymes. A cell type constantly exposed to
oxidative insults is the erythrocyte, so the present study used the erythroleukemic lineage
K562 induced to differentiate into erythroid cells. Thus, this proposal aimed to investigate
the possible modulating effect of MEL on the redox signaling pathways
PISBK/AKT/Fox03 and Keapl/Nrf2/ARE, in cultivation of K562 erythroleukemic cells
subjected to oxidative stress induction, favoring the maintenance of cellular redox
homeostasis. For this, the viability, as well as the transcript levels of genes of important
antioxidant enzymes, were evaluated, using K562 cells in different periods of erythroid
differentiation as an experimental model. Thus, the study had three pseudo-replicated
samples followed for five days according to the incubation periods, the evaluations was
carried out: before the start (DO0), at the beginning of differentiation (D2) and end of
differentiation (D4). In addition, each sample was divided into the following groups:
erythroid cells without oxidative stress and antioxidant treatment (Reference); cells under
stress induction by hydrogen peroxide (100 pM H20>); cells treated with 1 nM (C1) and
1 mM (C2) MEL,; finally, two sets of cells treated with the same concentrations of MEL
associated with stress induction (C1 + H202 and C2 + Hz0, respectively). Among the
main results, it was observed the restoration of physiological levels of Nrf2 in both
concentrations of MEL, under stress induction with peroxide, when compared to the
group under the action of only the stressor, suggesting a cytoprotective effect. The lowest
concentration (C1) was related to the induction of the expression of antioxidant genes
through the Nrf2-ARE pathway, when compared with their respective references. This
pattern was observed on day O for the CAT, SOD1, PRXD1 and 6 genes; On day 2, it was
found for CAT, PRDX1 and 6. In relation to day 4, the same pattern was observed for
SOD1, PRDX1 and 6, even suggesting a protective effect of MEL in relation to this first
peroxiredoxin, since the treatments using MEL caused an expression similar to the
physiological levels. As for C2, it was related to the induction of FOXO3 expression,
when associated or not with the induction of oxidative stress; and on D4, C2 + H>O, was
shown to be related to a reduction in cell viability possibly related to activation of
apoptotic pathways. Thus, the effects of MEL administration in these cells showed a
period and dose-dependent pattern against oxidative stress induced with H2O2, with direct
action on the detoxification of the stressor and indirect, since the FoxO3 pathway had a
suggestive role in inducing apoptotic pathways, while the transcription factor
predominantly responsible for maintaining redox homeostasis in K562 cells was Nrf2.
Thus, the present work reinforces the importance of this indolamine in the regulation of
cellular homeostasis, being a promising therapeutic alternative for diseases that present
an exacerbated oxidative damage, due to its potent reducing effect.

Keywords: Melatonin. Oxidative stress. Antioxidants. Antioxidant stress.
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1. INTRODUCAO

1.1 Espeécies Reativas de Oxigénio e Estresse Oxidativo

A oxidacdo é parte fundamental da vida aerobica e do nosso metabolismo.
Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo formadas como subprodutos deste tipo de
metabolismo ou podem ser produzidas atraves de disfungdo biol6dgica, como durante
atividade fisica intensiva, exposi¢do a infecgcdes microbianas que envolvem a ativacao de
fagocitos, acao de poluentes/toxinas como fumaca de cigarro, alcool, radiacdes ionizantes
e UV, pesticidas e ozonio (PISOSCHI; POP, 2015). E, independente da forma de
producdo, influenciam significativamente a manutencdo da homeostase celular e
apresentam seus efeitos contrapostos pelas reagdes de reducdo (SCHIEBER; CHANDEL,
2014). ERO incluem o anion superoxido (O2°"), peroxido de hidrogénio (H20>) e radicais
hidroxila (OH*), todos com propriedades quimicas particulares que conferem reatividade
a diferentes alvos bioldgicos, podendo apresentar efeitos prejudiciais a célula, tais como
peroxidacao lipidica, danos as proteinas, enzimas, carboidratos e DNA (SCHIEBER;
CHANDEL, 2014; SIES; BERNDT; JONES, 2017).

O estresse oxidativo (EO), decorrente do aumento da producdo de ERO, foi
primeiramente definido por Sies como um “desequilibrio entre o sistema pro e
antioxidante, com predominio dos oxidantes, com dano consequente” (SIES, 1991). Os
danos provocados a célula podem manifestar-se clinicamente de diferentes formas, como
através do envelhecimento ou diversas doencas. Assim, hoje, o0 EO estéa relacionado como
causa ou consequéncia de mais de 100 doencas (PISOSCHI; POP, 2015; POLJSAK;
SUPUT; MILISAV, 2013). Em decorréncia de descobertas sobre o efeito destas
moléculas no organismo, hoje em dia existe um grande interesse no estudo de moléculas
que contrapdem tal ataque oxidante, os chamados antioxidantes (POLISAK; SUPUT;
MILISAV, 2013; SCHIEBER; CHANDEL, 2014; SIES; BERNDT; JONES, 2017).

Além disso, nas ultimas duas décadas, tornou-se evidente que as ERO também
servem como moléculas de sinalizacdo redox, regulando processos biologicos e
fisiolégicos, atuando como mecanismo de defesa contra varias cepas de bactérias/fungos
através de sua geracao por fagocitos, alem de serem essenciais em processos como de
regulacdo da proliferacdo celular, apoptose e expressdo génica, por ativarem fatores de
transcricdo (FT) (PISOSCHI; POP, 2015; SCHIEBER; CHANDEL, 2014). Assim, uma

definicdo contemporénea para EO, com base em estudos recentes sobre vias de
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sinalizacdo redox, mecanismo antioxidante e marcadores de EO, é “uma ruptura da
sinalizagdo e controle redox” (JONES, 2006). A homeostase redox ja foi descrita como
“o meio aureo da vida saudavel” e a regulacdo para tal homeostase pode ocorrer através
do controle de atividade enzimatica ou em nivel transcricional (KLOTZ et al., 2015;
SIES; BERNDT; JONES, 2017).

1.2 Fontes Oxidativas em Eritrocitos

Dentre os diferentes tipos celulares, os eritrocitos, 0s quais passam continuamente
por ciclos de normdxia e hipoxia, sdo constantemente expostos a insultos oxidativos
durante seus 120 dias de vida, o que resulta em continuas mudancgas bioquimicas, fisicas
e estruturais (MOHANTY; NAGABABU; RIFKIND, 2014). Nos pulmdes, 0 Oz se ligaa
hemoglobina (Hb) em altas pressdes parciais de oxigénio e € liberado para os tecidos em
pressdes parciais de oxigénio reduzidas na microcirculacdo (RIFKIND; MOHANTY;
NAGABABU, 2015). Ainda, devido ao fato dos eritrocitos serem maiores do que o
diametro capilar na microcirculacdo, € necessario, portanto, para o fluxo sanguineo, que
os eritrocitos discoides se deformem para passar por esses capilares para a devida
oxigenacdo dos tecidos (MOHANTY; NAGABABU; RIFKIND, 2014). Durante o
processo de transporte do Oz para os tecidos, as moléculas de Hb parcialmente oxigenadas
formadas nestes eritrocitos na microcirculacdo, possuem elevada afinidade pela
membrana desta célula, o que acarreta no aumento do processo denominado autoxidacéo,
produzindo ERO que ndo sdo completamente neutralizadas pelo sistema antioxidante.
Isto contribui para o EO nos eritrdcitos e, eventualmente, desencadeiam sua remogéo da
circulacdo pelo sistema reticulo-endotelial (MOHANTY; NAGABABU; RIFKIND,
2014; VOSKOU et al., 2015).

O grupo heme e o ferro sdo agentes altamente oxidantes. Assim, embora
considerada uma molécula relativamente estavel, a Hb oxigenada [Hb(Fell)O2] pode se
autoxidar fisiologicamente em metahemoglobina [Hb(Felll)]. Este processo, que ocorre
a uma taxa de ~ 0,5-3% por dia, é quase inteiramente responsavel pela geragdo de ERO
dentro dos eritrocitos, devido a produgédo de O2*~ (UMBREIT, 2007; VOSKOU et al.,
2015), que através da acdo da enzima superdxido dismutase (SOD) ou por dismutagado
espontanea, pode ser convertido a H.O2 (VALKO et al., 2004). A autoxidagdo é mais
pronunciada em condigdes hipdxicas, como na microcirculacao e para HbS ou cadeias de

a-globina livres, encontradas na doenga falciforme e [P-talassemia, respectivamente
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(NAGABABU et al., 2008). Além disso, o ferro, na forma livre ou ligado ao grupo heme
e a Hb, pode atuar como um reagente de Fenton no ciclo de Haber-Weiss, que gera o OH*®
altamente reativo (RIFKIND; MOHANTY; NAGABABU, 2015). Este radical, ao
contrario do O2°*", ndo pode ser eliminado enzimaticamente, podendo, portanto, promover
danos oxidativos extensos (VOSKOU et al., 2015).

1.3 Protecao Antioxidante em Eritrdcitos

Halliwell e Gutteridge (1995) definiram antioxidantes como “qualquer substancia
que, quando presente em baixas concentracfes em comparacao com a de um substrato
oxidavel, retarda ou inibe significativamente a oxidagdo desse substrato”. Porém,
posteriormente foi definido como “qualquer substancia que retarda, previne ou remove o
dano oxidativo a uma molécula alvo” (HALLIWELL, 2007; HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1995). Para tal, a defesa antioxidante humana é complexa e visa
minimizar os efeitos das ERO e EO resultante da exposicdo constante a fontes enddgenas
e exdgenas de estresse na circulagdo enquanto permite papéis Uteis das ERO para realizar
a sinalizacdo celular e regulacdo redox (MOHANTY; NAGABABU; RIFKIND, 2014;
POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013). Dessa forma, a homeostase redox celular é
primorosamente regulada por um complexo sistema de defesa antioxidante enddgeno,
dividido em dois grupos principais: antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.
Considerando os antioxidantes enddgenos ndo enzimaticos, existem varios deles,
nomeadamente vitaminas (A), cofatores enzimaticos (Q10), compostos de nitrogénio
(&cido Urico), peptideos (glutationa - GSH) e a melatonina (CAROCHO; FERREIRA,
2013; POLJSAK; SUPUT; MILISAV, 2013).

Com relacdo aos antioxidantes enzimaticos, eles sdo divididos em defesas
enzimaticas primarias e secundarias. No que diz respeito a defesa primaria, € composta
por trés importantes enzimas que impedem a formacao ou neutralizam os radicais livres:
a glutationa peroxidase (GPx), que doa dois elétrons para reduzir peréxidos, um substrato
potencial para a reacdo de Fenton; a catalase (CAT), que converte H,O. em agua e
oxigénio molecular e tem uma das maiores taxas de renovagdo conhecidas, permitindo
gue apenas uma molécula de CAT converta 6 milhdes de moléculas de H202; e,
finalmente, a superdxido dismutase (SOD) converte O>* em H.O2 (RAHMAN, 2007).
Além dessas enzimas, outros antioxidantes, incluindo proteinas redox, como tioredoxinas

(TRXs) e peroxiredoxinas (PRDXs), também desempenham papéis cruciais nas defesas
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antioxidantes. A TRX reduz proteinas oxidadas e atua como doadora de elétrons para as
PRDX, sendo a PRDX6 uma excecao pois esta tem como seu redutor fisioldgico a GSH
(FISHER, 2011), e estas atuam na reducdo de perdxidos e hidroperoxidos organicos
(RAHMAN, 2007; ZWIETEN; VERHOEVEN; ROOS, 2013).

A defesa enzimatica secundaria inclui duas enzimas que nao neutralizam o0s
radicais livres diretamente, mas tém funcbes de apoio para 0s outros antioxidantes
enddgenos, sendo elas: a glutationa redutase (GR) e glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6PDH). A GR reduz a glutationa de sua forma oxidada (GSSG) para sua forma
reduzida (GSH), reciclando-a para continuar neutralizando mais radicais livres
(PANDEY; RIZVI, 2010; ZWIETEN; VERHOEVEN; ROQS, 2013). Nos eritrocitos, a
GSH desempenha papel primordial como antioxidante, pois atua como cofator de enzimas
como a GPx, durante a reducao de perdxidos e hidroperoxidos organicos (ZWIETEN;
VERHOEVEN; ROQS, 2013). Outra enzima fundamental é a G6PDH, a qual regenera o
NADPH, criando um ambiente redutor. A reducdo continua de NADP* a NADPH ¢
crucial para manter altas concentragdes de GSH e PRDXs nos eritrocitos, permitindo que
atuem como agentes redutores, caracterizando-se como uma via de extrema importancia
para a capacidade redox dos eritrocitos (ZWIETEN; VERHOEVEN; ROOS, 2013).

1.4 Vias de sinalizacdo

A via de sinalizacédo fosfatidilinositol 3 quinase/proteina quinase B (PI3K/AKT),
vastamente estudada, j& é descrita como via chave na ativacdo de diferentes FT, como é
0 caso do FoxO3 (Forkhead box O3). Os alvos do FoxO3 incluem genes que codificam
para antioxidantes intra- e extracelulares, interferindo em todos os niveis de reducdo de
oxigénio que, de outra forma, gerariam diversas ERO e causariam danos oxidativos as
biomoléculas. Dentre os genes alvos de FoxO3, que codificam importantes antioxidantes
para detoxificacdo de ERO, podemos citar SOD1 e 2, CAT, PRDX 2, 3 e 5 e GPx1
(KLOTZ et al., 2015). Alem disso, este FT & responsavel por regular a diferenciacdo
celular, metabolismo, vias de supressdo tumoral, parada do ciclo celular, autofagia e
apoptose por meio da ativagdo da transcricdo de seus genes-alvo (CALNAN; BRUNET,
2008). A atividade transcricional das proteinas FoxO3 é regulada atraves de varias
modificagdes pos-traducionais, incluindo fosforilacdo, acetilacdo e ubiquitinacdo
(CALNAN; BRUNET, 2008; GREER; BRUNET, 2005; WANG; HU; LIU, 2017) e

assim como os demais membros da subclasse “O”, o FoxO3 é negativamente regulado
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pela via de sinalizacdo PI3BK/AKT (KLOTZ et al., 2015). A via da PI3K ¢é fundamental
para a regulagdo da acdo do FoxO3, pois a ativacdo do PI3K conduz a fosforilacdo e
ativagdo de alvos a jusante incluindo a AKT (BOCCITTO; KALB, 2011).

Brunet e colaboradores demonstraram pela primeira vez, a regulacdo do FoxO3
pela AKT, através da fosforilacdo do FoxO3 em trés locais: T32, S253 e S315 tanto in
vitro como in vivo, resultando na excluséo nuclear do FoxO3, impedindo assim a
transativacao de seus genes-alvo (Figura 1) (BRUNET et al., 1999). Cada um desses trés
locais de fosforilacdo desempenha funcdo importante na exportacdo nuclear do FoxO3: a
fosforilacdo na regido C-terminal, S315, desmascara o Sinal de Exportacdo Nuclear
(SEN) do FoxO3, aumentando assim sua taxa de exportacdo nuclear. O sitio de
fosforilagdo central S253 esta localizado no Sinal de Localizacdo Nuclear (SLN) e atua
interrompendo o SLN através da introducdo de uma carga negativa, impedindo a
reentrada do FoxO3 no ndcleo e, por fim, o local de fosforilagdo N-terminal, T32,
juntamente com a S253, esta envolvido na associagcdo do FoxO3 com a chaperona 14-3-
3, que ¢ essencial para a exportagdo nuclear deste FT (BOCCITTO; KALB, 2011;
TZIVION; DOBSON; RAMAKRISHNAN, 2011).

Entretanto, existem quinases, como a MST1 (mammalian sterile 20-like kinase-
1), capazes de fosforilar a S207 do FoxO3, inibindo sua associagdo com a 14-3-3,
promovendo assim a translocacdo deste FT de volta para o ndcleo, sob condicbes de
estresse (BOCCITTO; KALB, 2011; WANG; HU; LIU, 2017). Isto demonstra a
existéncia de uma hierarquia entre as modificacbes pds-traducionais, na qual a
fosforilacdo pela MST1 supera os efeitos da fosforilagdo pela AKT, permitindo a rapida
resposta ao estimulo de EO (CALNAN; BRUNET, 2008; TZIVION; DOBSON;
RAMAKRISHNAN, 2011).
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Figura 1. Regulacao da localizagédo subcelular de FoxO3 de acordo com o estimulo
oxidante
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Em seu estado fosforilado, a AKT é capaz de fosforilar a proteina FoxO3, rompendo sua ligagdo com o
DNA e translocando esta forma fosforilada do nlcleo para o citoplasma, interrompendo assim a transcri¢éo
de seus genes-alvo. Este processo é realizado pela chaperona 14-3-3, que além de fazer essa realocagdo
subcelular também protege o FoxO3 de ser desfosforilada. A via da proteina MST1 é antagbnica a da
PI3K/AKT, ou seja, em situagdes especificas como em estados de alto estresse oxidativo, a MST1 fosforila
FoxO3, o que interrompe a ligacdo com a chaperona 14-3-3, ocasionado a realocacdo subcelular desta
proteina para o ndcleo, permitindo que o FoxO3 ative a transcri¢do de genes alvos que visam combater o
estresse oxidativo ao qual a célula esta submetida. Fonte: esta figura foi criada pela autora adaptando
imagens da BioRender — Life Science Icons (https://biorender.com/)).

Outro importante FT regulado pela via PI3BK/AKT é o Nrf2 (Nuclear Factor
Erythroid-related Factor 2) (LIM et al., 2008; ZHANG et al., 2017; ZHUANG et al.,
2014). Nrf2 desempenha papel central no controle da expresséo de enzimas de defesa
antioxidantes (VRIEND; REITER, 2015). A proteina Keapl (Kelch-like ECH-associated
protein 1) atua como uma subunidade de reconhecimento de substrato de ligase de
ubiquitina E3 e atinge especificamente o Nrf2 (ROBLEDINOS-ANTON et al., 2019).
Em condicdes oxidativas fisiologicas, o Nrf2 é eficientemente ubiquitinado pela Keapl-
Cul3 E3 ligase e degradado rapidamente através da via do proteassomo, de tal forma que
a atividade celular de Nrf2 é suprimida constitutivamente (Figura 2). Em oposicéo,
quando em EO, o complexo contendo Keapl perde sua capacidade de ubiquitinar o Nrf2
(VRIEND; REITER, 2015). Em seguida, Nrf2 dimeriza com uma das pequenas proteinas
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Maf (sMaf). O heterodimero Nrf2-sMaf liga-se ao elemento de resposta antioxidante 2
ou elemento de resposta eletrofilica (ARE) localizado nas regi6es reguladoras de muitos
genes de enzimas citoprotetoras (ROBLEDINOS-ANTON et al., 2019). Desta forma, o
Nrf2 ativa uma ampla gama de genes envolvidos na defesa celular, como a SOD1, CAT,
GPx1, PRDX1, 2,5¢e 6, HO-1 (Hemoxigenase I), NQO1 (NADPH-quinona oxirredutase),
Srx (sulfirredoxina), TRXR (Tiorredoxina redutase), GST (Glutationa-S-transferase),
além de estimular a transcri¢do de y-Globina e, estima-se, outros milhares de genes,
detoxificando a células de todos tipos de substancias nocivas (VRIEND; REITER, 2015).

Figura 2. Regulacdo da localizacédo subcelular de Nrf2 de acordo com o estimulo
oxidante
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Em condigdes livres de estresse oxidativo, o Nrf2 é mantido inativo sendo ligado ao seu inibidor endégeno,
Keapl. Nessa condicdo, os niveis de Nrf2 sdo regulados principalmente pelo proteassoma. O estresse
oxidativo faz com que o Nrf2 se separe de Keapl e se transloque para o nlcleo, onde se heterodimeriza
com Maf: o heterodimero Nrf2-Maf se liga a ARE para induzir a expressdo de genes antioxidantes e
metabolicos. Fonte: esta figura foi criada pela autora adaptando imagens da BioRender — Life Science Icons
(https://biorender.com/)).

1.5 Suplementacao terapéutica com antioxidantes - Melatonina

O EO representa uma ameaca grave a integridade quimica de biomoléculas, como

lipidios, proteinas e DNA. O dano oxidativo a essas moléculas frequentemente resulta em
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problemas de saude graves. Portanto, a preocupacdo com o EO é bem justificada. Além
dos mecanismos de defesa enzimatica, existem compostos que oferecem protegdo contra
os efeitos deletérios do EO (GALANO; TAN; REITER, 2011). Entre eles, a melatonina
(N-acetil-5-metoxitriptamina; MEL) e seus metabolitos constituem uma familia quimica
particularmente eficiente. Durante décadas a MEL foi considerada um hormonio animal
envolvido na sincronizagdo do ritmo circadiano, regulacdo da pressdo arterial e
reproducdo sazonal. No entanto, atualmente existem cada vez mais evidéncias de suas
diversas outras fungdes, como propriedades de reforco imunolégico e anti-inflamatdrias,
manutencdo da fluidez das membranas bioldgicas, papéis homeostaticos na mitocondria
e inibigdo da progressao do cancer (GALANO; REITER, 2018; SOCACIU et al., 2020).
Outra funcdo fundamental exercida e bem documentada é sua capacidade antioxidante.
A MEL é uma indolamina com ocorréncia universal ao longo de diferentes taxons
e com grande potencial antioxidante. Esta indolamina, derivada do aminoéacido triptofano
(Figura 3-A), e seus metabdlitos (Figura 3-B) séo altamente eficazes no combate ao EO.
A MEL, quando comparada & maioria de seus andlogos estruturais de ocorréncia natural,
revelou-se  consideravelmente mais eficiente (GALANO; REITER, 2018;
HARDELAND; PANDI-PERUMAL, 2005; PANDI-PERUMAL et al., 2006; REITER,
2000). Na literatura, inimeros estudos ja comprovaram que a MEL possui a maioria das
caracteristicas desejaveis de bons depletores de radicais livres: é anfifilica e assim, pode
ser facilmente transportada através das membranas celulares; é produzida por diversos
tecidos e dessa forma é amplamente distribuida no corpo; os metabodlitos que séo
formados quando a MEL incapacita uma espécie radical também atuam na detoxificacdo
de radicais livres, na chamada cascata antioxidante; é um quelante de ions metélicos que
estdo envolvidos nas reacdes de Haber-Weiss e Fenton, impedindo assim a formacéao de
*OH; tem toxicidade minima, permitindo ingestdo de quantidades elevadas sem efeitos
colaterais; aumenta a eficiéncia da transferéncia de elétrons entre os complexos
respiratorios mitocondriais, reduzindo assim o vazamento de elétrons e a formacdo de
radicais livres (Figura 3-C) (GALANO; REITER, 2018; GALANO; TAN; REITER,
2011; HARDELAND; PANDI-PERUMAL, 2005; REITER, 2000; REITER et al., 2018).
Além disso, tanto in vitro quanto in vivo, atua como um antioxidante de amplo
espectro, podendo atuar diretamente como antioxidante, ao interagir com radicais livres
e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, inativando-os, ou de forma indireta,
modulando a atividade e/ou expressao de moléculas produtoras de espécies reativas (inibe

enzimas pro-oxidantes como por exemplo, mieloperoxidase, lipoxigenase) ou de
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integrantes do sistema antioxidante celular. Dessa forma, podendo atuar sinergizando
com os sequestradores de radicais classicos, tornando-os mais eficazes na reducéo do
dano oxidativo ou estimulando a expressao e, consequentemente, a atividade de enzimas
antioxidantes endogenas, entre as quais a SOD, CAT, GPx e GR. A MEL também protege
as enzimas antioxidantes de danos oxidativos e aumenta a sintese de GSH e G6PDH,
enzima fundamental para a via da pentose fosfato, na qual o NADPH € produzido e usado
para a reciclagem de GSH. Assim, considerando-se os multiplos meios pelos quais a MEL
age contra as ERO, esta parece ser implacavel na manutencdo do equilibrio redox da
célula e prevencdo de danos moleculares (Figura 3-D) (FERLAZZO et al., 2020;
GALANO; REITER, 2018; GALANO; TAN; REITER, 2011; REITER, 2000; REITER
etal., 2018).

Figura 3. Importancia da MEL para homeostase celular
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A- Via de sintese de melatonina a partir do aminoacido essencial triptofano. (Adaptado de Bravo et.al.
2012). B- Cascata antioxidante da melatonina. C- Mecanismos de prote¢do contra danos oxidativos. D-
Efeitos celulares decorrentes da acdo da melatonina. 3-OHM: cyclic 3-hydroxymelatonin; AFMK: N1-
acetyl-N2-formyl-5-methoxykynuramine; AMK: N1-acetyl-5-methoxykynuramine. Fonte: esta figura foi
criada pela autora adaptando imagens da BioRender — Life Science Icons (https://biorender.com/)).
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Por fim, diversos estudos demonstraram que a MEL influencia diretamente em
vias de extrema importancia para a manutencdo redox e homeostase celular. Ja foi
descrito que a MEL aumenta os niveis celulares de Nrf2 em varios modelos de indugéao
de EO (JUNG et al., 2009; KILIC et al., 2013; SANTOFIMIA-CASTANO et al., 2015;
YU et al., 2019). Ainda, dados mostram que a acdo da MEL sobre as enzimas
antioxidantes no estriado de camundongos submetidos a exposi¢cdo a0 manganés €
mediada pelo FT Nrf2 apds sua translocacdo para o nucleo e sua interacdo com ARE
(DENG et al., 2014). Gou e colaboradores (2020) observaram que a MEL tem efeitos
neuroprotetores e seus resultados indicaram que o tratamento exdégeno com MEL tem um
efeito protetor no dano cerebral hipoxico-isquémico através da via Nrf2 (GOU et al.,
2020). Em relacdo a segunda via, Carbajo-Pescador et al. (2013) e Jang et al. (2016)
demonstraram a importancia da MEL sobre a via PI3K/AKT/FoxO3 (CARBAJO-
PESCADOR et al., 2013; JANG et al., 2016). Esta é capaz de suprimir a fosforilacdo dos
componentes desta via e ainda, aumentar significantemente o nivel de proteina total e
atividade do FoxO3 a partir de sua localizacdo nuclear aumentada, ja tendo sido
confirmada por experimentos de microscopia de fluorescéncia, bem como por Western
Blot do FoxO3 em extratos nucleares e citoplasmaticos (CARBAJO-PESCADOR et al.,
2013).

1.5.1 Estresse antioxidante ou redutor

O dano celular decorrente de EO tem sido vastamente explorado, mas pouco se
sabe sobre o dano celular causado pelo “estresse antioxidante”, termo este proposto por
Dundar e Aslan para a oxidacdo intracelular/desequilibrio antioxidante causado por
antioxidantes excessivos (DUNDAR; ASLAN, 2000). Caso o nivel de ERO nas células
esteja baixo ou o nivel de antioxidantes nas células for muito alto, tal desequilibrio pode
caracterizar um resultado perigoso para as células, devido a um desbalanc¢o na sinalizacao
redox podendo ocasionar um dano celular induzido por antioxidantes em excesso. Dessa
forma, assim como os radicais livres nem sempre sdo a “raiz de todos os males”, os
antioxidantes nem sempre devem ser vistos como “quanto mais, melhor” (DING et al.,
2020).

Um exemplo classico para esse estresse antioxidante é a vitamina C, a qual é
quimicamente capaz de reagir com a maioria dos radicais e oxidantes fisiologicamente
importantes e atua como um comprovado antioxidante hidrossolivel (DUARTE;

LUNEC, 2005). Foi demonstrado que a adigdo de vitamina C até uma concentracdo de
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0,2 mM potencializou o aumento da peroxidacéo lipidica induzida por Fe. A vitamina C
ndo tem efeito negativo por si mesma, mas a combinagéo dela com o Fe causa intensa
oxidacdo dos &cidos graxos poli-insaturados, portanto, o grau de reducdo do ferro pode
determinar a atuacdo da vitamina C como um fator de ameaca ou agente de eliminacao
(DUNDAR; ASLAN, 2000). Além disso, ha algumas evidéncias de que a vitamina C, em
baixa ou em mega doses, pode reduzir o nivel de vitamina B12 ao afetar sua absorcédo dos
nutrientes. Outros antioxidantes como vitamina E, SOD e GSH, também podem possuir
potencial de estresse antioxidante sob certas condicdes (DUNDAR; ASLAN, 2000;
POLJSAK; MILISAV, 2012).

No caso da MEL, perfil similar pode ser observado. Ja foi demonstrado que na
presenca de MEL nas concentracdes de 1,5 e 3,0 mM foi observada oxidag&o acelerada
da Hb-Fe™ em comparacdo ao controle (sem MEL) e aumento do EO nas células
(KROKOSZ et al., 2013). A aceleracdo da oxidacdo da Hb na presenca das concentracdes
de MEL acima indicou sua reacao direta com essa proteina. Gilad e Zisapel mostraram
que a MEL se ligava a Hb, mas ndo diretamente ao grupo heme. Os resultados obtidos
por esses autores sugeriram que a MEL estava ligado ao estado de HbO, (GILAD;
ZISAPEL, 1995). Pode ser proposto que a ligacdo de MEL a HbO; funcione como um
efetor alostérico, alterando a estrutura da proteina e tendendo a acelerar a oxidacdo do
heme Fe (I1). Em concentragdes de MEL como 0,6 mM e inferiores, provavelmente as
posicdes de ligacdo ndo estdo completamente saturadas e, portanto, a oxidacao acelerada
de HbO2 nao é observada (KROKOSZ et al., 2013). Desta forma, a MEL em si ndo possui
um efeito negativo, mas sua interagdo com outros fatores pode ocasionar tal

consequéncia.

1.6 Célula K562 como modelo bioldgico de células eritrocitarias

K562 é uma linhagem celular estabelecida in vitro a partir de um derrame pleural
de um paciente com leucemia mieloide cronica em crise blastica (LOZZIO, LOZZIO,
1975). Se trata de uma célula blastica indiferenciada com um didmetro de cerca de 20
pum. A célula possui um citoplasma basofilico sem granulos e ha dois ou mais nucléolos
proeminentes. Possui um tempo médio de duplicacdo de 24 horas e crescem bem em
cultura em suspensdo (KOEFFLER; GOLDE, 1980; TSIFTSOGLOU; PAPPAS;
VIZIRIANAKIS, 2003). A membrana celular de células K562 apresenta muitas

semelhangas com as glicoproteinas dos eritrocitos e, em particular, as células sintetizam
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a glicoforina A, que é encontrada exclusivamente em eritrécitos humanos (KOEFFLER;
GOLDE, 1980), além de espectrina e acetilcolinesterase (VILLEVAL et al., 1983).

As células K562 mostram um grau consideravel de plasticidade na expressao de
propriedades relacionadas a linhagens distintas de diferenciacdo (TSIFTSOGLOU;
PAPPAS; VIZIRIANAKIS, 2003). Essas celulas exibem marcadores eritroides,
granulociticos, monociticos ou megacariociticos, 0 que sugere que podem resultar da
transformacédo de um precursor hematopoiético multipotencial. As células K562 tém sido
amplamente utilizadas como sistema modelo in vitro para estudar a diferenciacdo ao
longo da linhagem eritroide (GUO et al., 2012), pois sob tratamento com hemina e outros
agentes indutores, as células K562 sdo diferenciadas em células produtoras de Hb
(KOEFFLER; GOLDE, 1980; TSIFTSOGLOU; PAPPAS; VIZIRIANAKIS, 2003).

Os estudos de linhagens eritroides in vitro que utilizam a linhagem celular K562,
vem sendo amplamente utilizados como modelo de estudo da a¢éo de drogas com possivel
acdo terapéutica, devido ao consideravel grau de plasticidade. Além disto, pelas
caracteristicas eritroides, esta abordagem metodoldgica permite estudar diferentes vias
que levam a expressdo de Hb e que regulam a homeostase destas células, fatores
importantes para o entendimento de como possiveis alternativas terapéuticas poderiam
atuar em diferentes doengas hematoldgicas (CANEDO, 2005).

Portanto, levando-se em conta o exposto, este modelo de estudo é uma boa
alternativa para avaliarmos o papel crucial do FOXO3 e do Nrf2 na manutencdo
metabolica dos precursores eritroides, possibilitando analisar sua modulacgéo e a a¢do da
MEL sobre tais via, bem como sua capacidade antioxidante. Desta forma, a investigacao
deste composto como agente que possa atuar na modulagdo do estresse oxidativo de
células como as eritroides é valida e promissora, ndo s6 para um melhor entendimento
das vias de adaptacdo redox, mas também para a validacdo da MEL como alternativa
terapéutica no tratamento de alteracbes hematolégicas com quadro oxidativo e

inflamatério cronicos.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que os efeitos da administracdo de MEL em células eritroleucémicas
apresentaram um padrdo periodo e dose-dependentes contra o estresse oxidativo
induzidos com H2O>, com agdo direta sobre a detoxificacdo do agente estressor e indireta,
visto que a via FoxO3 apresentou papel sugestivo de inducdo de vias apoptdticas,
enquanto o fator de transcricdo predominantemente responsavel pela manutencdo da
homeostase redox nas células K562 foi o Nrf2. Dessa forma, o presente trabalho reforca
a importancia dessa indolamina na regulacdo da homeostase celular, sendo uma
alternativa terapéutica promissora para doencas que apresentam um dano oxidativo

exacerbado, devido ao seu potente efeito redutor.
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