RESSALVA

Atendendo solicitacao da autora,

0 texto completo desta tese sera

disponibilizado somente a partir
de 03/04/2027



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP

Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas - Campus de Sao José do Rio Preto

FLAVIENE FELIX TORRES

MELATONINA COMO TERAPIA ANTIOXIDANTE: MECANISMOS CELULARES
DE ADAPTACAO REDOX EM CAMUNDONGOS TRANSGENICOS PARA
ANEMIA FALCIFORME

Sao José do Rio Preto
2025



FLAVIENE FELIX TORRES

MELATONINA COMO TERAPIA ANTIOXIDANTE: MECANISMOS CELULARES
DE ADAPTACAO REDOX EM CAMUNDONGOS TRANSGENICOS PARA
ANEMIA FALCIFORME

Tese apresentada a Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Instituto de Biociéncias,
Letras e Ciéncias Exatas, Sdo José do Rio Preto,
para obtencdo do titulo de Doutora em
Biociéncias.

Area de Concentragdo: Genética e Biologia
Evolutiva

Orientador: Prof. Dr. Danilo Griinig Humberto
da Silva

Coorientador: Prof. Dr. Marcus Alexandre
Finzi Corat

Sao José do Rio Preto
2025



Torres, Flaviene Felix
T693m . . L . x
Melatonina como terapia antioxidante: mecanismos celulares de adaptagdo redox em
camundongos transgénicos para anemia falciforme / Flaviene Felix Torres. -- Sdo José
do Rio Preto, 2025

158 p. : il., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista (UNESP), Instituto de Biociéncias
Letras e Ciéncias Exatas, S&o José do Rio Preto
Orientador: Danilo Griinig Humberto da Silva

Coorientador: Marcus Alexandre Finzi Corat

1. Melatonina. 2. Anemia falciforme. 3. Estresse oxidativo. 4. Genética molecular. 5.

Bioquimica. I. Titulo.

Sistema de geracdo automatica de fichas catalograficas da Unesp. Dados fornecidos pelo autor(a).




IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

Esta tese investigou a melatonina como terapia antioxidante para anemia falciforme
(AF), com impactos cientificos, sociais e econdmicos significativos. Cientificamente, o estudo
avanca na compreensao dos mecanismos redox e inflamatorios da AF, demonstrando que a
melatonina modula vias antioxidantes e anti-inflamatorias de forma comparavel a tratamentos
consolidados, como hidroxicarbamida e L-glutamina. A abordagem multidisciplinar,
combinando andlises moleculares, bioquimicas e modelagem computacional, estabelece bases
para novas terapias baseadas em antioxidantes, com potencial aplicacdo em outras doencas
hematoldgicas.

Do ponto de vista social, a AF afeta principalmente populagdes vulneraveis, onde o
acesso a tratamentos avancados é limitado. A melatonina, por ser acessivel, segura e de baixo
custo, pode melhorar a qualidade de vida dos pacientes, reduzindo complicacdes como crises
de dor e inflamacéo cronica, diminuindo hospitalizac6es e custos associados. Isso beneficiaria
tanto sistemas publicos de salde quanto comunidades carentes, alinhando-se aos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentdvel (ODS 3 — Salde e Bem-Estar e ODS 10 — Reducdo das
Desigualdades).

A inovacdo reside no uso de uma molécula natural para uma doenca complexa,
reduzindo a toxicidade e os efeitos colaterais. Além disso, a metodologia empregada, incluindo
modelos transgénicos e simulac@es in silico, otimiza recursos e segue principios éticos na
pesquisa pré-clinica. Ainda, ao longo do desenvolvimento desta proposta que visou alternativas
terapéuticas em biomoléculas ativas, foram estabelecidas colaborac@es internacionais como
com a Universidad de Chile e Universidade de Lisboa. A internacionalizacdo € ainda reforcada
pela submissdo do trabalho a revista de alto impacto, posicionando o Brasil como produtor de
conhecimento relevante em hematologia.

Localmente, a pesquisa fortalece a rede entre UNESP, UNICAMP e UFMS, integrando
pesquisadores e promovendo a formacéo de recursos humanos qualificados. A divulgacéo dos
resultados em materiais educacionais e para comunidades afetadas pela AF amplia a
conscientizacdo sobre terapias complementares, contribuindo para a educacdo em salde.
Assim, este trabalho ndo apenas expande o conhecimento cientifico, mas também oferece uma
solucdo viavel e sustentavel para o manejo da AF, com beneficios tangiveis para a sociedade e

sistemas de saude.
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RESUMO

A anemia falciforme (AF) é uma doenca genética caracterizada pela producdo de hemoglobina
S (HbS), que desencadeia quadros oxidativo e inflamatério crénicos. A melatonina (MEL), um
potente antioxidante, tem demonstrado potencial para mitigar os danos oxidativos e modular a
homeostase redox. Este estudo investigou os efeitos protetores da MEL em um modelo
transgénico de camundongos com AF, divididos em trés grupos: controle (SA), transgénicos
ndo tratados (SS) e transgénicos tratados com MEL (SS+MEL; 10 mg/kg por 60 dias). Foram
analisados (i) a expressdo génica de genes relacionados ao metabolismo redox (Nfe212, Foxo3,
Mstl, Ywhaz, Cat, Sodl, Gpx1, Prdx1, Trx1l, Txnip) e moléculas reguladoras (Eif2sl, Atf4,
Slc22a4) em células progenitoras da medula 6ssea, e a quantificacdo desses resultados se baseou
na derivagdo da formula 244CT; (ii) atividades enzimaticas de antioxidantes (CAT, GPx, GR,
GST, G6PDH, CYB5R) em eritrdcitos, por espectrofotometria; e (iii) analises in silico, para
previsdo modos de ligacdo, estabilidade estrutural dos complexos e avaliacdo da afinidade de
ligacdo dos ligantes as proteinas-alvo (FoxO3, 14-3-3 PRDX1, TXNIP, e ATF4). As analises
estatisticas foram realizadas pelo General Linear Model, no formato one-way ANOVA,
seguido pelo post hoc de Bonferroni. Os resultados mostraram que o tratamento com MEL
reduziu a expressdao de genes-chave envolvidos na homeostase redox, como Nfe2l2 e Foxo3,
enquanto estes se mantiveram elevados nos SS (~3x vs. SA); ainda, 0 grupo SS apresentou
niveis de transcritos reduzidos para a Sod1, Prdx1 e Trx1 e o tratamento com MEL restaurou
para niveis semelhantes aos do grupo controle, enquanto a Txnip apresentou niveis reduzidos
sob tratamento e semelhantes ao controle nos SS, sugerindo um papel da MEL na modulacéo
das principais vias de adaptacdo redox. A andlise bioquimica revelou atividade ~3,5x elevada
da GPx no grupo SS+MEL em relacdo ao ndo tratado, indicando que a MEL atuou diretamente
no combate das espécies reativas, ndo havendo o consumo da enzima. Além disso, a MEL
reduziu significativamente a expressdo de genes envolvidos em vias inflamatdrias
(NIrp3 e Kitl), reforgando suas propriedades anti-inflamatdrias. As analises in silico apontaram
para possiveis interacdes entre a MEL e proteinas envolvidas na regulacéo redox, como FoxO3,
PRDX1 e TXNIP. Esses resultados podem sugerir que a MEL € capaz de modular diretamente
a atividade dessas proteinas, corroborando a hipdtese de que a MEL atua ndo apenas como
antioxidante direto, mas também como reguladora de vias redox e inflamatérias. Os achados
deste estudo destacam o potencial da MEL como uma alternativa terapéutica para a AF,
modulando genes fundamentais para adaptacéo celular em resposta a estressores oxidativos e
inflamatorios, de forma semelhante & de tratamentos estabelecidos, como a hidroxicarbamida
(HC) e a L-glutamina. Em conclusdo, a capacidade da MEL de modular mdaltiplas vias
patogénicas da AF, combinada com seu perfil de seguranca, torna-a uma opc¢ao viavel para
melhorar a qualidade de vida dos pacientes e complementar as terapias existentes. Este estudo
fornece uma base solida para futuras investigagdes sobre o uso da MEL no tratamento de
doencas hematoldgicas caracterizadas por estresse oxidativo e inflamacéo cronica.

Palavras-chave: hemoglobina S; biologia redox; indolamina; inflamagdo, homeostase,
dindmica molecular.



ABSTRACT

Sickle cell anemia (SCA) is a genetic disease characterized by the production of hemoglobin S
(HbS), which triggers chronic oxidative and inflammatory conditions. Melatonin (MEL), a
potent antioxidant, has shown potential to mitigate oxidative damage and modulate redox
homeostasis. This study investigated the protective effects of MEL in a transgenic model of
SCA mice, divided into three groups: control (SA), untreated transgenics (SS) and transgenics
treated with MEL (SS+MEL,; 10 mg/kg for 60 days). We analyzed (i) gene expression of genes
related to redox metabolism (Nfe2l2, Foxo3, Mstl, Ywhaz, Cat, Sodl, Gpx1, Prdxl, Trx1,
Txnip) and regulatory molecules (Eif2s1, Atf4, Slc22a4) in bone marrow progenitor cells, and
quantification of these results was based on the derivation of the formula 2-22€T; (ii) enzymatic
activities of antioxidants (CAT, GPx, GR, GST, G6PDH, CYB5R) in erythrocytes, by
spectrophotometry; and (iii) in silico analyses, to predict binding modes, structural stability of
the complexes and evaluation of the binding affinity of the ligands to the target proteins (FoxO3,
14-3-3 PRDX1, TXNIP, and ATF4). Statistical analyses were performed using the General
Linear Model, in one-way ANOVA format, followed by Bonferroni's post hoc test. The results
showed that MEL treatment reduced the expression of key genes involved in redox homeostasis,
such as Nfe2l2 and Foxo3, while these remained elevated in SS (~3x vs. SA); furthermore, the
SS group presented reduced transcript levels for Sodl, Prdx1 and Trx1 and MEL treatment
restored them to levels similar to those of the control group, while Txnip presented reduced
levels under treatment and similar to the control in SS, suggesting a role of MEL in the
modulation of the main redox adaptation pathways. Biochemical analysis revealed ~3.5x higher
GPx activity in the SS+MEL group compared to the untreated group, indicating that MEL acted
directly in combating reactive species, with no consumption of the enzyme. Furthermore, MEL
significantly reduced the expression of genes involved in inflammatory pathways (NIrp3 and
Kitl), reinforcing its anti-inflammatory properties. In silico analyses pointed to possible
interactions between MEL and proteins involved in redox regulation, such as FoxO3, PRDX1
and TXNIP. These results may suggest that MEL is capable of directly modulating the activity
of these proteins, corroborating the hypothesis that MEL acts not only as a direct antioxidant,
but also as a regulator of redox and inflammatory pathways. The findings of this study highlight
the potential of MEL as a therapeutic alternative for SCA, modulating genes essential for
cellular adaptation in response to oxidative and inflammatory stressors, similarly to established
treatments such as hydroxycarbamide (HC) and L-glutamine. In conclusion, the ability of MEL
to modulate multiple pathogenic pathways of SCA, combined with its safety profile, makes it
a viable option to improve the quality of life of patients and complement existing therapies.
This study provides a solid basis for future investigations into the use of MEL in the treatment
of hematologic diseases characterized by oxidative stress and chronic inflammation.

Keywords: hemoglobin S; redox biology; indolamine; inflammation; homeostasis; molecular
dynamics.
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1 INTRODUCAO

As espécies reativas de oxigénio (ERO) influenciam significativamente a manutencéo da
homeostase celular, podendo ser geradas naturalmente em processos aerébicos ou por algum
distdrbio biolégico (Jomova et al., 2023; Yoshikawa; You, 2024). As ERO servem como
moléculas de sinalizacdo redox, regulando processos bioldgicos e fisiologicos, como regulacao
da proliferacéo celular, apoptose e expresséo génica (Forman; Zhang, 2021; Yoshikawa; You,
2024), termo conhecido como eustresse (Jomova et al., 2023). Por outro lado, uma elevada
producdo de ERO ou diminuicdo da capacidade antioxidante da célula pode ocasionar estresse
oxidativo (EO), culminando em um acumulo de lesdes oxidativas em diferentes biomoléculas,
como DNA, proteinas e lipidios, situacdo conhecida como distresse oxidativo (Jomova et al.,
2023), cujo dano provocado a célula pode manifestar-se clinicamente de diferentes formas
(Sies; Berndt; Jones, 2017) (Figura 1). Assim, hoje, o EO esta relacionado como causa ou
consequéncia de dezenas de doengas humanas (Forman; Zhang, 2021; Yoshikawa; You, 2024),

dentre elas, a anemia falciforme (Bernardo et al., 2025).

A Homeostasia
Bom : Redox

efeitos
citostaticos
prejudiciais para

Eustresse
oxidativo

& sinalizagdo, Equillbrio acumulo de
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>
P
S8 Neutro
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Baixo Médio Alto
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Figura 1. Relagdo entre a intensidade do estresse oxidativo e seus efeitos nos processos biolégicos e
fisiologicos, destacando trés estados principais. No distresse redutor, a baixa intensidade do estresse oxidativo
é caracterizada por um excesso de antioxidantes em relacdo aos oxidantes, resultando em efeitos citostaticos que
prejudicam a sinalizagdo celular, a adaptacdo metabdlica e o equilibrio celular. No eustresse oxidativo, hd um
equilibrio dindmico entre oxidantes e antioxidantes, promovendo a regulacdo de processos biolégicos e
fisioldgicos, essenciais para a manutencédo da homeostase redox. No distresse oxidativo, a alta intensidade do
estresse oxidativo resulta em um acimulo de espécies reativas de oxigénio e uma reducdo nos niveis de
antioxidantes, levando a lesdes oxidativas em biomoléculas, como lipideos, proteinas e DNA, contribuindo para a
disfuncao celular e o desenvolvimento de doencas cronicas. A figura ressalta a importancia de manter o equilibrio
redox para preservar a saide celular. Fonte: préprio autor utilizando Biorender.com.
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A doenca falciforme (DF) define um grupo de doencas genéticas representadas por
mutagdes no gene da B globina (HBB) e que se tem a presenca do alelo pS. A mutagdo pontual
que leva ao alelo % (HBB; c.20A>T; rs334), resulta em uma hemoglobina (Hb) variante,
chamada HbS, a qual apresenta a substituicdo do acido glutdmico (caracteristicas hidrofilicas)
por valina (caracteristicas hidrofébicas) na posicdo 6 da cadeia polipeptidica. Na DF, a HbS
pode ser herdada com outras Hb variantes ou talassemia 3, porém, a forma mais prevalente e
grave da doenca é decorrente da homozigose, ocasionando a chamada anemia falciforme (AF)
(Kato et al., 2018; Sundd; Gladwin; Novelli, 2019). A simplicidade da mutacdo genética que
ocasiona a AF subestima a complexidade da doenca. O evento priméario responsavel pelas
inimeras consequéncias fisiopatolégicas da AF é a polimerizacdo da HbS, a qual ocorre devido
a sua baixa afinidade pelo oxigénio, favorecendo cineticamente um aumento dos niveis de HbS
desoxigenada, a qual, por sua vez, polimeriza rapidamente (Kato et al., 2018; Williams; Thein,
2018). Este processo induz uma mudanca conformacional levando a formacéo de um polimero
de Hb. A medida que as fibras poliméricas se estendem, rompem o citoesqueleto eritrocitario e
formam protrusdes, ocasionando assim modificacbes na sua arquitetura, dando origem a
aparéncia de foice, e também em sua flexibilidade e propriedades reoldgicas (Sundd; Gladwin;
Novelli, 2019; Vona et al., 2021), desencadeando uma cascata de eventos que afeta diversos
tecidos (Williams; Thein, 2018).

A oxidacdo da HbS e os polimeros também afetam de forma adversa proteinas
estruturais de membrana, como a banda 3, resultando na microvesiculacdo da membrana e na
liberacdo de microparticulas derivadas de eritrocitos (Kato et al., 2018; Vona et al., 2021). Além
disso, a polimerizagdo e a falcizacdo interferem na conexdo da membrana com o citoesqueleto,
resultando na exposicao de epitopos de proteinas transmembrana e na redistribuicdo lipidica,
particularmente da fosfatidilserina (PS), entre as faces interna e externa da célula. Esse processo
contribui para o aumento da hemolise, disfuncdo endotelial, interacbes entre eritrocitos,
leucacitos e plaquetas, além da ativacdo das vias de coagulacdo (Kato et al., 2018; Vona et al.,
2021). Sendo assim, episddios recorrentes de polimerizacdo e falcizagdo desencadeiam
alteracbes significativas na funcdo e estrutura da membrana, além de ocasionar
compartimentacdo anormal do calcio e, eventualmente, resultam em células irreversivelmente
falciformes (Kato et al., 2018; Williams; Thein, 2018).

Vale ressaltar que na AF, ocorre um aumento das ERO, as quais sdo geradas por
eritrocitos falcémicos, bem como por leucocitos ativados, plaquetas, células endoteliais e
enzimas plasmaticas. Varios mecanismos contribuem para a formacéo de ERO em tecidos de

pacientes com AF, como (i) aumento da atividade de nicotinamida-adenina dinucleotideo
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fosfato (NADPH) oxidase e xantina oxidase endotelial (XO), (ii) taxas elevadas de autoxidagéo
de HbS, produzindo anion superoxido (O2¢—), (iii) liberagdo de heme e ferro, que atua ativando
celulas endoteliais, macrofagos e neutrofilos e promove a formacdo de armadilhas
extracelulares de neutréfilos (NETs - NETose) (iv) aumento da dimetilarginina assimétrica
(ADMA) e (v) desacoplamento da atividade da Oxido nitrico sintase (NOS) e diminuicdo da
biodisponibilidade de NO+ (Bernardo et al., 2025; Pavitra et al., 2024; Vona et al., 2021;
Williams; Thein, 2018). Isso torna o eritrdcito falciforme mais fragil, suscetivel a danos
oxidativos e altamente instavel, reduzindo sua vida util em > 75% (Kato et al., 2018).

Essa superproducdo de ERO se ndo for rapidamente contida, pode desencadear uma
série de eventos que levam a inflamacédo persistente, que, por outro lado, pode causar EO ao
estimular constantemente as células imunes, o que pode levar a um ciclo vicioso de ambos
(revisado em (Aboderin et al., 2023)). Importantes participantes desse processo incluem c-Kit,
um receptor de tirosina quinase envolvido na regulacdo de células-tronco hematopoiéticas e
respostas imunes (Martinez-Anton et al., 2019), e o inflamassomo dominio de ligacdo a
nucleotideos e repeticbes ricas em leucina (NLR) e receptor contendo dominio pirina 3
(NLRP3), um complexo multiproteico que promove a producéo de citocinas pro-inflamatorias
em resposta ao estresse e danos celulares (Salgar et al., 2023). A desregulacdo dessas vias pode
exacerbar o EO e a inflamacg&o, contribuindo ainda mais para a cascata patoldgica da AF
(revisado na figura 2).



16

Figura 2. Representacdo esquemdtica das principais vias moleculares e celulares envolvidas na
fisiopatologia da anemia falciforme. A liberagdo de armadilhas extracelulares de neutréfilos (NETS) (A) pelos
neutréfilos contribui para o aumento da inflamacdo e adesdo celular, promovendo a agregacdo de células
endoteliais, plaquetas e leucécitos e intensificando os eventos vaso-oclusivos. A ativacdo do inflamassomo NLRP3
(B), estimulada por padrdes moleculares associados a danos (DAMPS), como heme livre e ferro circulante (E -
direita), aumenta a liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias (IL-1p e IL-18), exacerbando a disfuncao endotelial e
promovendo o ciclo inflamatorio. As células endoteliais e plaquetas apresentam superexpressdo de moléculas de
adesdo, como ICAM-1, VCAM-1 e P-selectina (C), facilitando a adesdo e interagdo com gl6bulos vermelhos
falciformes e outras células inflamatdrias. Adicionalmente, a ativacdo da NADPH oxidase eleva ainda mais a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (D), criando um ciclo de estresse oxidativo e inflamacéo, que
perpetua as lesbes vasculares e crises vaso-oclusivas. A hemolise intravascular libera hemoglobina livre, que
sequestra Oxido nitrico (ON), reduzindo sua biodisponibilidade, além da doenca também contar com o
desacoplamento da 6xido nitrico sintase (ONS) de seu cofator tetraidrobiopterina (BH4), fazendo com que a
enzima se dissocie em monémeros gerando Oze— em vez de *NO (E — esquerda), contribuindo para o aumento do
estresse oxidativo vascular. Ainda, na anemia falciforme, a hemoglobina S apresenta alta taxa de auto oxidagédo,
resultando na geragdo exacerbada de ERO (F). Este processo amplifica os danos oxidativos as células endoteliais
e promove mais inflamag&o. Este ciclo inflamatorio e oxidativo demonstra a complexidade das complicagdes
microvasculares da anemia falciforme, destacando a necessidade de potenciais agentes terapéuticos para atenuar a
inflamacéo, o estresse oxidativo e suas consequéncias clinicas. Fonte: proprio autor utilizando Biorender.com.

Ainda que o dano molecular seja uma mutagdo de um Unico ponto, o gene HBBS é
pleiotropico por natureza, ocasionando um conjunto complexo de processos fisiopatoldgicos
que integram as maltiplas complicag¢fes da doenca. As células falciformes, a partir de interaces
com neutrdfilos e plaguetas ativados e adesdo ao endotelio vascular, ocasionam ocluséo
microvascular levando a isquemia e hipoxia tecidual seguida de vasodilatacdo e lesdo de
reperfusdo, gerando, por exemplo, crises de dor e vasoclusdo, hipertensdao pulmonar e

insuficiéncia cardiaca, os quais constituem os sintomas caracteristicos da doenga (Kato et al.,
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2018; Sundd; Gladwin; Novelli, 2019). O manejo da AF e suas complicacdes continua a ser
principalmente de natureza paliativa, o advento de abordagens preventivas para a terapia €
promissor, como a hidroxicarbamida (HC), a qual tem sucesso na diminuicéo da frequéncia das
crises vaso-oclusivas (Kato et al., 2018; Williams; Thein, 2018). Ainda assim, mesmo com 0
melhor suporte disponivel, a expectativa de vida permanece reduzida em aproximadamente 30
anos (Kato et al., 2018). Desta forma, a busca por alternativas farmacoterapéuticas que possam
ser usadas isoladamente ou em combinacdo com HC é bastante valida e necessaria para um
melhor tratamento da doenca. Uma alternativa terapéutica potencial que merece destaque é a
melatonina, j& tendo sido descrito que esta é capaz de contrapor os efeitos negativos
ocasionados pelos oxidantes previamente mencionados que se encontram elevados na AF
(Chitimus et al., 2020; Galano; Tan; Reiter, 2011; Kantar et al., 2015).

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina; MEL) é uma indolamina com ocorréncia
universal ao longo de diferentes taxons e com grande potencial antioxidante. Esta indolamina,
derivada do aminodcido triptofano, e seus metabodlitos constituem uma familia quimica
particularmente eficiente no combate ao EO (Galano; Reiter, 2018; Reiter et al., 2014).
Diversos estudos ja comprovaram que a MEL possui a maioria das caracteristicas desejaveis de
bons antioxidantes, como: ser anfifilica; ser produzida por diversos tecidos; ter metabdlitos que
ainda apresentam atividade antioxidante; ter toxicidade minima; ser um quelante de ions
metalicos que estdo envolvidos nas reacdes de Haber-Weiss e Fenton, impedindo assim a
formacdo de *OH; aumenta a eficiéncia da transferéncia de elétrons entre os complexos
respiratorios mitocondriais, reduzindo assim o vazamento de elétrons e a formacao de radicais
livres; e, por fim atuar 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 expressdo de moléculas
produtoras de espécies reativas ou de integrantes do sistema antioxidante celular, tanto in vitro
guanto in vivo (Galano; Reiter, 2018; Galano; Tan; Reiter, 2011; Reiter et al., 2014).

Além disso, estudos ja demonstraram outras importantes acdes da MEL que poderiam
atenuar a fisiopatologia e manifestacbes da AF. A MEL apresenta ac¢bes anti-inflamatorias
reduzindo os danos ocasionados em lesdes pulmonares por isquemia-reperfusdao e leséo
cerebral, suprimindo a ativacdo de ciclooxigenase-2, inflamassomo NLRP3, Toll like receptor
4 (TLR4) e sinalizagdo mammalian target of rapamycin (mTOR) e ainda, a utilizacdo de MEL
exogena ja demonstrou influenciar a atividade da sirtuina 1 (SIRT1), que exerce efeitos anti-
inflamatdrios, atenuando assim a resposta inflamatoria (revisado em WANG; GAO, 2021).

Ainda, devido a seu potente efeito anti-inflamatorio, estd envolvida na atenuacdo da dor
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associada a inflamacdo. Estudo de Hemati et al. (2021) demonstrou que a MEL possui
propriedades analgésicas quando administrada sozinha ou em combinag¢do com outras drogas
antinociceptivas, como a morfina, revertendo a tolerancia deste opioide, ocasionada pela
administracao cronica do mesmo, por meio da regulacdo de varias vias de sinalizacdo celular
(Hemati et al., 2021). Além do mais, em estudos murinos, a MEL apresentou efeitos protetores
no figado, rim e tecidos musculares ao prevenir os processos de peroxida¢éo lipidica (producéo
de dienos conjugados e malondialdeido), e limitou o dano as proteinas por meio da manutengao
da capacidade funcional do sistema redox, reduzindo significativamente os niveis de derivativos
de aldeido e cetona, além de estabilizar membranas de eritrocitos (Kurhaluk et al., 2017, 2020);
atuando também, na redugdo dos niveis de moléculas de adeséo e leucocitos aderidos (Tamura
et al., 2010) (Figura 3).
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Figura 3. Papel da melatonina na manutencdo da homeostase redox e suas multiplas fontes, acoes e
caracteristicas. FT, fator de transcri¢do; Nrf2, nuclear factor erythroid 2—related factor 2; NF-kB, nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells; HIF, hypoxia-inducible factor; FOXO, forkhead box class O;
SIRT, sirtuina; AMPK, AMP-activated protein kinase; mTOR, mammalian target of rapamycin; ERO, espécies
reativas de oxigénio; ERN, espécies reativas de nitrogénio; O2+-, superdxido; H202, peroxido de hidrogénio; *OH,
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radical hidroxila; ONOO—, peroxinitrito; 102, oxigénio singlete; ROOe, radical peroxila; CAT, catalase; SOD,
superdxido dismutase; GR, glutationa redutase; GCL, glutamato cisteina ligase; COX, ciclooxigenase; HO, heme
oxigenase; NOS, 6xido nitrico sintase; MPO, mieloperoxidase; LOX, lipoxigenase; CTE, cadeia de transporte de
elétrons; SUP, sistema ubiquitina-proteassomo (Adaptado de (Torres et al., 2025)).

O sistema antioxidante enddgeno, além de contar com a MEL como um mecanismo de
defesa ndo enzimatico, inclui enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase (GPx),
superoxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) (Halliwell, 2024; Jomova et al., 2023). Além
disso, a tioredoxina (TRX) e peroxiredoxinas (PRDXs), também tém funcdes essenciais no
sistema de defesa antioxidante. A primeira além de atuar reduzindo proteinas oxidadas, € capaz
de doar elétrons para as PRDX, sendo a PRDX6 excecdo visto que usa a glutationa (GSH) como
seu redutor fisioldgico, e estas atuam na reducdo de peroxidos e hidroperoxidos organicos
(Forman; Zhang, 2021; Halliwell, 2024). Além disso, a proteina de interacdo com tiorredoxina
(TXNIP) atua como elemento central no equilibrio redox, controlando a atividade da TRX ou
sua disponibilidade para outros processos fisioldgicos, como no controle da homeostase da
glicose e na diferenciacdo de precursores eritroides de camundongos (Yoshihara et al., 2014).
Ainda, a defesa enzimética conta também com a glutationa redutase (GR) e glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDH), que ddo suporte a outros antioxidantes em vez de neutralizar
diretamente os radicais livres (Jomova et al., 2023; Van Zwieten; Verhoeven; Roos, 2014).
Estes importantes agentes do combate ao EO tém sua expressdo regulada por fatores de
transcricdo (FT), tais como FoxO3, Nrf2 e ATF4.

O Forkhead Box O3 (FoxO3) é um fator de transcricdo que desempenha um papel
crucial na regulacdo de uma ampla gama de processos celulares como apoptose, reparo de DNA,
metabolismo, pluripoténcia, diferenciacdo e resisténcia ao EO (Calissi; Lam; Link, 2021).
Dentre os alvos deste FT podemos citar SODs, CAT, PRDXs e GPx1 (Klotz et al., 2015). Sua
atividade é negativamente controlada pela via phosphatidylinositol 3-kinase (P13K)-protein
kinase B (AKT), que promove a fosforilacdo do FoxO3, facilitando sua interacdo com a
chaperona 14-3-3, a qual o retém no citoplasma, inibindo assim sua funcéo transcricional no
nucleo. A via antagonica conta com a ativagcdo da Mammalian Sterile 20-like kinase 1 (MST1)
em situacgdes de EO, como o aumento de ERO; o que ocasiona a fosforilagdo deste FT em locais
distintos, possibilitando sua realocacdo nuclear, onde dependendo da intensidade do estimulo,
ativa genes pro-apoptaticos e antioxidantes (Bernardo; Torres; da Silva, 2023; Calissi; Lam;
Link, 2021). Essa regulagéo flexivel possibilita que o FoxO3 funcione como um mediador de
sinais celulares, equilibrando sua atuagéo entre favorecer a sobrevivéncia celular em condicdes

normais e desencadear respostas ao estresse ou apoptose em momentos de EO ou distresse
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oxidativo, desempenhando um papel crucial na preservacdo da homeostase e no gerenciamento
do processo de envelhecimento celular (Calissi; Lam; Link, 2021; Rodriguez-Colman; Dansen;
Burgering, 2024).

Outro importante FT que desempenha papel central no controle da expressédo de enzimas
de defesa antioxidantes € o nuclear factor erythroid 2—related factor 2 (Nrf2). Devido a ligagédo
constante de Kelch-like-ECH-associated protein 1 (KEAP1), um adaptador sensivel ao
ambiente redox para o complexo CUL3-RBX1 ubiquitina ligase, e subsequente degradacéo
proteassomal, o Nrf2 esta presente em baixas quantidades em circunstancias basais (eustresse)
(He; Ru; Wen, 2020; Murakami et al., 2023). Quando as cisteinas do KEAP1 se tornam
oxidadas, o complexo KEAP1-NRF2 é interrompido, e a quantidade de Nrf2 nas células é
temporariamente ou constitutivamente induzida (distresse). No nucleo, o Nrf2 ativado se
acumula e interage com FT e cofatores adicionais para controlar a transcri¢cdo de seus genes
alvo, que codificam proteinas associadas a inflamagdo, metabolismo, desintoxicacdo e
antioxidantes (He; Ru; Wen, 2020). Desta forma, o Nrf2 ativa uma ampla gama de alvos
envolvidos com a defesa celular, como a SOD1, CAT, GPx1, TRX1, GST, Tiorredoxina
Redutase (TRXR), sulfirredoxina (Srx), PRDXs (He; Ru; Wen, 2020), além de estimular a
transcrigdo de y-Globina (Zhu; Li; Pace, 2017) e, estima-se, outras centenas de genes
envolvidos na protecao celular.

Outra proteina redox que regula uma série elementos relacionados ao combate ao EO,
assim como Nrf2, é o Activating Transcription Factor 4 (ATF4), um FT essencial na resposta
integrada ao estresse (RIE), um mecanismo celular que ajusta a expressao génica em resposta
a condigdes adversas, onde quatro enzimas, operando sozinhas ou em conjunto, respondem a
estimulos como: (i) EO ou deficiéncia de heme; (ii) infecgdo viral; (iii) privacdo de nutrientes
e luz UV; (iv) estresse do reticulo endoplasmatico ou hipoxia (Tang et al., 2024). A fosforilacéo
do eIF2a (eukaryotic initiation factor 2 alpha), mediada por diversas quinases de estresse, reduz
atraducdo geral das proteinas, mas favorece a traducdo seletivade RNAm, incluindo o de ATF4
(Neill; Masson, 2023). Uma vez traduzido, 0 ATF4 regula a transcri¢ao de genes envolvidos na
restauracdo da homeostase celular, promovendo adaptacdes metabolicas, como a producéo de
antioxidantes, inclusive estimulando a producdo de NADPH, e a sintese de proteinas de reparo,
ou, em casos extremos, direcionando a célula para a apoptose (Tang et al., 2024; Wortel et al.,
2017). Assim, o ATF4 atua como um elemento central na RIE, integrando sinais de estresse e
orquestrando respostas adaptativas para a sobrevivéncia ou morte celular.

Em relacdo as vias de sinalizacdo supramencionadas, diversos estudos demonstraram

que a MEL influencia diretamente vias centrais para a manutencdo redox e homeostase celular
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(extensivamente revisado em (Torres et al., 2025)). Ja foi descrito que a MEL aumenta os niveis
celulares de Nrf2 em vérios modelos de inducéo de EO (revisado em (Vriend; Reiter, 2015)).
Além disso, também reduz alteracdes histopatoldgicas atraves da redugdo de ERO e inflamacgéo
pela ativacdo de Nrf2 (Zhu et al., 2023), sendo capaz também de inibir o inflamassomo NLRP3
pela ativacdo do FT em questdo (Kang et al., 2022). J& foi demonstrado também que a MEL
pode modular a expressdo do FoxO3 em diferentes modelos de estresse, tanto a nivel génico
quanto proteico (Al-shahat et al., 2022; Chen et al., 2021; Torres et al., 2022; Zhao et al., 2018),
além de aumentar significantemente a atividade deste FT a partir de sua localizagdo nuclear
aumentada (Carbajo-Pescador et al., 2013). Além disso, a MEL também influencia o ATF4,
levando a uma reducdo do estresse do reticulo endoplasméatico em diferentes modelos
(Fernandez et al., 2015; Hao et al., 2024; Salem et al., 2023; Zhou et al., 2020).

Assim, para melhor entender a acdo da MEL no combate ao EO e inflamacéo
caracteristicos da AF, a utilizacdo de camundongos transgénicos € uma boa alternativa. Apesar
de algumas diferencas, como a esplenomegalia com expanséao significativa da hematopoiese
esplénica, uma similaridade com pacientes é a imunidade inata alterada e inflamacéao crénica
(Kamimura et al., 2024) (Figura 4). Além disso, semelhante a muitos pacientes humanos com
AF, os camundongos desenvolvem uma anemia hemolitica grave, com consequéncias
fisiopatoldgicas em multiplos 6rgdos (Kamimura et al., 2024), mas apesar da anemia cronica, a
maioria dos animais sobrevivia por 2 a 9 meses e é fértil (Paszty et al., 1997). Assim, 0 uso de
camundongos transgénicos para AF como modelo experimental possibilitou e ainda possibilita
consideravel expansdo da compreenséo da fisiopatologia complexa da AF; e principalmente, o
estudo de terapias medicamentosas alternativas para o tratamento de pessoas com a AF de forma
singular, visto que apresentam efeitos de tratamento semelhantes aos humanos (Kamimura et
al., 2024).
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Figura 4. Principais similaridades e diferencas entre humanos e camundongos transgénicos com AF. SNC,
sistema nervoso central; AVE, acidente vascular encefdlico; VCM, volume corpuscular médio; HCM,
hemoglobina corpuscular média; CHCM, concentragdo de hemoglobina corpuscular média. Adaptado de
(Kamimura et al., 2024).

Dessa forma, a presente proposta visou fornecer conhecimentos especificos e inéditos
sobre mecanismos celulares de adaptacdo redox indispensaveis para homeostase e sobrevida
em modelo de camundongos transgénicos para AF, visando evidenciar os efeitos promissores
da MEL no controle ou reducdo de danos causados por EO. Atrelado a seu nivel sérico cerca
de trés vezes diminuidos em pessoas com AF em relacdo a individuos saudaveis (Shimauti et
al., 2010), € justificada esta investigacdo mais aprofundada dos possiveis efeitos benéficos da
suplementacdo desse antioxidante bioldgico; fornecendo assim preceitos fundamentais para
futura implementacéo deste antioxidante como alternativa terapéutica no tratamento da AF,
bem como de diferentes doencas hematoldgicas humanas com quadros clinicos caracterizados

por EO e inflamacg&o crénicos.



129

4 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que:

% MEL apresenta efeito antioxidante:

(¢]

A MEL demonstrou capacidade de reduzir o estresse oxidativo em camundongos
transgénicos com AF, modulando a expressao de genes centrais da biologia redox
(Nfe212 e Foxo3).

A MEL manteve niveis de transcritos de antioxidantes importantes,
como Sod1, Prdx1 e Trx1, semelhantes aos do grupo controle, sugerindo que estas
proteinas, que desempenham diversas funcdes, ndo so relacionadas ao estresse
foram mantidas; enquanto agiu reduzindo a expressdo da linha de defesa primaria
antioxidante (Cat e Gpx1), sugerindo sua acao direta como antioxidante.

O tratamento com MEL manteve niveis elevados da atividade da enzima GPXx,
indicando uma sua ag&o direta como antioxidante, ndo havendo necessidade do
consumo da enzima.

Os resultados sugerem que a MEL poderia influenciar positivamente a atividade de
outras enzimas antioxidantes, como a GR e a G6PDH, que sdo essenciais para a

manutenc¢do do equilibrio redox.

% MEL reduz inflamacao:

O

A MEL reduziu a expressdo de marcadores relacionado ao processo inflamatério,

como NIrp3 e Kitl, sugerindo um efeito anti-inflamatdrio significativo.

% MEL ¢ capaz de interagir diretamente com proteinas redox:

(o]

A andlise in silico revelou que a MEL possui alta afinidade de ligagdo com
proteinas envolvidas na regulacdo redox, como FoxO3, PRDX1 e TXNIP,
sugerindo que a MEL pode modular diretamente essas proteinas, 0 que poderia

contribuir com a estabilidade das mesmas e com sua acdo como antioxidante.

% MEL apresenta grande potencial terapéutico:

(0]

A MEL pode ser uma terapia complementar promissora para a AF, com potencial
para reduzir a gravidade da doenca e melhorar a qualidade de vida dos pacientes,
oferecendo protecédo adicional contra o estresse oxidativo e a inflamagéo.

Os resultados sugerem que a MEL pode ser uma opc¢éo viavel para ensaios clinicos

de fase 2, visando avaliar sua eficacia e seguranca em pacientes com AF.
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