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APRESENTACAO

A colecado “Ciéncias Saude: Teoria e Intervencdo” € uma obra que tem
como foco principal a discussao cientifica por intermédio de trabalhos diversos,
alicercados teoricamente, para a constru¢cao do conhecimento, de forma a contribuir
para intervencgdes transformadoras neste campo.

A intencao do livro € apresentar a pluralidade de teorias e de intervengdes de
forma didatica e util aos varios profissionais, pesquisadores, docentes e académicos
da area da saude. Trata-se de um compilado de cento e dois artigos de variadas
metodologias e encontra-se estruturado em cinco volumes.

Neste primeiro volume estdo apresentados 19 capitulos referentes
as publicagbes que englobam temas relacionados as doencgas infecciosas,
infectocontagiosas e parasitarias, além daqueles relacionados a saude ocupacional.

Deste modo, esta obra apresenta resultados teéricos bem fundamentados e
intervencdes realizadas pelos diversos autores. Espera-se que este e-book possa
contribuir para uma atuacao mais qualificada nas ciéncias da saude.

Uma 6tima leitura a todos!

Marileila Marques Toledo
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CAPITULO 11

MELATONINA E SENESCENCIA: EFEITOS
IMUNOMODULADORES DURANTE A INFECCAO
EXPERIMENTAL POR Trypanosoma cruzi

Data de aceite: 02/04/2020

Vania Brazao

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdao Preto (FCFRP-USP) — Universidade de
Sao Paulo, Departamento de Analises Clinicas
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SP.
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RESUMO: Embora importantes avangos na
ciénciatenham sido obtidos nasultimasdécadas,
a doenca de Chagas ainda permanece como
um importante problema em saude publica. A

Ciéncias da Saude: Teoria e Intervencéo

populacdo mundial tem envelhecido em ritmo
acelerado, elevando também o risco de contrair
a doenca de Chagas. O envelhecimento € um
processo dindmico e multifatorial, caracterizado
por um complexo de alteracdes, com evidente
desequilibrio na integracao entre o sistema
imunologico e enddcrino e aumento do estresse
oxidativo. Adicionalmente, estudos demonstram
que a reducdo dos niveis de melatonina
observada durante o envelhecimento contribui
para o estresse oxidativo nestes pacientes. Por
outro lado, efeitos benéficos da administracéao
deste hormdnio tém sido descritos. Neste artigo,
além de discorrer sobre a literatura cientifica
disponivel, destacamos resultados de pesquisa
conduzidos em modelos experimentais com
0 objetivo de avancar na compreensao dos
mecanismos pelos quais a melatonina exerce
seu efeito diante das modificagbes da imunidade
durante a senescéncia e seus reflexos frente
a doenca de Chagas. Inumeras alteragcdes
foram observadas, incluindo resposta imune
ineficiente, aumento do estresse oxidativo,
bem como diminuicdo da atividade de enzimas
antioxidantes e comprometimento no processo
de maturacdo celular intratimica, os quais
afetam etapas essenciais no desenvolvimento
dos timécitos e exportacdo de células T para
a periferia. Adicionalmente, foi evidenciado
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um desequilibrio funcional do eixo neuroenddcrino, com consequente aumento na
producdo de horménios esteroides e diminuicdo da viabilidade celular. Através da
analise de diferentes metodologias experimentais ficou evidente que a administracao
de melatonina durante a infeccao por T. cruzi € capaz de influenciar e alterar de
diferentes formas o processo inflamatério, parametros hormonais e estresse oxidativo.
Os dados obtidos demonstraram que melatonina exerceu uma agéo imunomoduladora,
antioxidante e antiapoptoética capaz de influenciar a evolugéo da doenca de Chagas
experimental, amenizando as consequéncias deletérias provocadas pela acédo do
parasita ao hospedeiro.

PALAVRAS CHAVE: Melatonina; Trypanosoma cruzi; Envelhecimento; Resposta
imune.

ABSTRACT: Although important advances in science have been achieved in the last
few decades, Chagas’ disease still remains an important public health problem. The
world population has aged at an accelerated pace, also increasing the risk of contracting
Chagas disease. Aging is a dynamic and multifactorial process, characterized by a
complex of changes, with evident imbalance of the immune and endocrine systems
with increased oxidative stress. Additionally, studies show that reduced melatonin
levels observed during aging contributes to oxidative stress in these patients,
although beneficial effects of melatonin therapy have been described. In this article,
besides discussing the available scientific literature, we highlight our research results
conducted in experimental models in the atemptive to understand the mechanisms by
which melatonin exerts its actions contributing or not with the impaired immunity during
senescence. Numerous changes have been observed, including inefficient immune
response, increased oxidative stress, as well as decreased activity of antioxidant
enzymes and impairment in the intrathimic cell maturation process, which affects
the development of thymocytes and export of T cells to the periphery. Additionally, a
functional imbalance of the neuroendocrine axis was evidenced, with a consequent
increase in the production of steroid hormones and a decreased cell viability. Through the
analysis of different experimental methodologies it was evident that the administration
of melatonin during infection by T. cruzi displays an ability to influence and change
of the inflammatory process, hormonal parameters and oxidative stress. Through the
analyse of our data we demonstrated that melatonin exerted an immunomodulatory,
antioxidant and anti-apoptotic action capable of influencing the fate of the experimental
Chagas disease, mitigating the deleterious consequences triggered by the action of the
parasite to the host.

KEYWORDS: Melatonin; Trypanosoma cruzi; Aging; Immune response.
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11 DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas € uma das mais sérias doencas parasitarias da América
Latina. Dados recentes indicam que entre 6 e 8 milhdes de pessoas estao infectadas
por Trypanosoma cruzi no mundo, e cerca de 65 milhdes correm o risco de serem
infectadas (CHAO et al., 2020). A importancia dessa endemia se reflete no sentido
econdmico, onde é responsabilizada por taxas de aposentadoria precoce, bem
como elevados custos médico-hospitalares como consequéncia direta da doenca
(WHO, 2010). Descrita por Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas em 1909, a
tripanossomiase americana tem por agente etioldégico o flagelado digenético T.
cruzi. As formas de contagio da doenca de Chagas humana incluem a transmissao
vetorial, a transmissao congénita (Carlier, Truyens et al. 2012), amamentacéao, via
transfusional (Moncayo and Ortiz Yanine 2006), acidentes de laboratério, transplante
de 6rgéos e transmissao sexual (Dias; Amato Neto 2011). Recentes surtos no sul
do Brasil e no Pard demonstram a importancia da transmisséo oral, através da
ingestdo de alimentos contaminados com o parasita (Santos et al., 2018). Nas
ultimas décadas, destaca-se a disseminac¢do da doenca nos paises desenvolvidos,
em razao da migracao de individuos infectados (Dias; Coura, 1997). Existem casos
notificados da doenga em paises considerados nédo endémicos, tais como Espanha,
Estados Unidos e Australia. Em hospedeiros imunocompetentes, a infeccédo é
controlada através da resposta imune dirigida contra o parasita, determinando o
desaparecimento das formas tripomastigotas do sangue. Parte desses individuos
passa para uma fase assintomatica, em que somente exames sorolégicos podem
indiretamente detectar o parasita. Varios anos apds a contaminag¢ao, dependendo
do tipo de cepa e estado imunoldégico do hospedeiro, dentre outros fatores, os
individuos infectados poderao desenvolver manifestagdes cardiacas e/ou digestivas,
enquanto a maioria permanece assintomatica (Garcia, Ramos et al. 2005).

1.1 Senescéncia e Imunossenescéncia:

Projecdes estimam que no periodo de 2015 a 2050, a populagdo mundial de
individuos com mais de 60 anos de idade ira duplicar de 12 % para 22% (WHO,
2018). Para o Brasil, a previséo € de que no ano de 2025, o pais possuira a sexta
maior populacédo idosa (acima dos 60 anos) do mundo, com mais de 30 milhdes
de individuos nessa faixa etaria (Chaimowicz, 1997). Christensen e colaboradores
(1996) destacam que entre as pessoas nascidas no século 21, a expectativa de vida
atingird a maior média, ultrapassando os 100 anos de idade. O envelhecimento é
um processo dinamico e multifatorial, caracterizado por um complexo de alteracdes
quantitativas e/ou qualitativas em componentes celulares e moleculares, tanto
da resposta imune inata quanto da adaptativa (Aw et al., 2007), os quais podem
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comprometer a atividade do sistema imunologico (Aw, Silva et al. 2007). Embora
0s mecanismos envolvidos no envelhecimento ainda n&o estejam completamente
esclarecidos, estudos sugerem que o estresse oxidativo excessivo (Fulle et al.,
2004) disfungcédo mitocondrial (Jang et al., 2010) e inflamacé&o crénica (Franceschi
et al., 1996) participam deste processo, tendo como caracteristicas 0 aumento de
citocinas e outros fatores soluveis da inflamacéao, os quais podem ser considerados

prognosticos de morbidade e mortalidade no idoso (Sansoni et al., 2008).

1.2 Melatonina, Envelhecimento e Doenca de Chagas

A melatonina (N-acetil-5- metoxitriptamina), horménio isolado e descrito pela
primeira vez em 1958 por Lerner e colaboradores, é uma indolamina sintetizada
a partir do aminoacido essencial triptofano, pela glandula pineal (Lerner, Case et
al. 1960). A sintese deste hormdnio também pode ocorrer em diversas células e
tecidos extra pineais, tais como retina, trato gastrointestinal (Bubenik;Konturek
2011), figado, rim e baco de roedores e primatas (Menendez-Pelaez, Poeggeler
et al. 1993), placenta humana (Lanoix, Beghdadi et al. 2008) e células do sistema
imunolégico (Carrillo-Vico, Calvo et al. 2004). Este hormdnio possui um perfil
plasmatico variavel de acordo com o desenvolvimento, ou seja, a sua producéo e
secrecao sdo maximas na infancia, alcancando picos ao redor de 3 anos de idade,
com pequeno declinio na puberdade, estabilizando-se na fase de adulto jovem, e
a medida que a idade progride seus niveis decaem de 20 a 80% (Reiter, 1995). Tal
caracteristica faz com que esta substancia possa ser considerada um importante
marcador temporal ontogenético, promovendo processos adaptativos desde a
infancia até a velhice.

Estudos conduzidos durante os ultimos anos, pelo nosso grupo de pesquisa,
demonstraram os efeitos da melatonina na resposta imune (Figura 1) durante a
infeccdo por T. cruzi (Santello et al., 2007; Brazao et al., 2015; Braz&o et al., 2018),
horménio fundamental no desenvolvimento da resisténcia e na prevencéo de danos
teciduais em ratos infectados. Diante do exposto, e considerando a auséncia de
trabalhos que descrevam as alteragdes funcionais da resposta imunoldgica em
individuos senescentes e infectados por T cruzi, propusemo-nos a estudar os
efeitos da administracdo de melatonina sobre a resposta imunolégica em animais

senis durante a fase aguda da doenca de Chagas.
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As mudancas que ocorrem no sistema imune inato com a senescéncia,
incluem um decréscimo na quantidade de precursores macrofagicos/monociticos
provenientes da medula éssea, bem como na producédo de moléculas de sinalizagao
(Solana et al., 2006). As consequéncias clinicas de tal declinio incluem o aumento
na suscetibilidade destes pacientes a processos infecciosos, ocasionados por
bactérias, fungos e protozoarios bem como reducdo da eficacia da vacinagao
gquando comparado aos adultos jovens (Davenport et al., 2007; Larbi et al., 2008).
Estudos de Levy e colaboradores (1991) sugerem que a analise funcional da
atividade citotéxica de células NK constitui um potencial marcador prognéstico de
morbidade e mortalidade no idoso. O recrutamento de células NK durante a fase
inicial da infeccdo por T. cruzi e a sua participagcéo na ativacao da resposta imune
inata, sdo importantes na defesa do hospedeiro contra a multiplicacdo do parasita
(Vitelli-Avelar et al., 2006). Durante o inicio da infeccdo, antes mesmo da ativacao
da resposta imune celular adaptativa, as células NK sao os principais responsaveis
pela sintese de IFN-y, citocina que atua sobre os macréfagos, estimulando a
destruicao intracelular do parasita (Gazzinelli et al., 1992).

Entre as varias acdes da melatonina ja comprovadas, destaca-se a modulacéo
do sistema imune de idosos (Srinivasan et al., 2005; Carrillo-vico, et al., 2013;),
com importantes efeitos na resposta imune inata. Embora tenham sido conduzidos
em animais adultos jovens, Currier e colaboradores (2000) demonstraram que a
administracdo exdgena de melatonina aumentou a populagdo de macréfagos
e células NK na medula éssea e bagco de camundongos. De forma semelhante,
Tian et al. (2003) evidenciaram o efeito imunoestimulatério da melatonina na
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atividade de células NK em animais idosos, ap6s 60 dias de tratamento com este
horménio. Em concordancia com o descrito, observamos em nossos estudos um
aumento significativo no percentual de células dendriticas, NK e NKT, bem como na
expressao de RT1B (MHC-Il) em macrofagos nos animais senis infectados ou néao
e submetidos a terapia com melatonina.

Outra importante alteragcdo do sistema imune diante da senescéncia é a
reducdo do numero de células T naive, resultado da progressiva involugdo timica
e subsequente reducdo na concentracdo hormdnios envolvidos na maturacdo de
células T (Doria et al., 1992), bem como na capacidade de ativacéo, proliferacéo
e diferenciacdo das células T naive em células T efetoras (Boraschi et al., 2013).
A imunidade adaptativa, mediada principalmente por linfécitos T CD4*e T CD8*
também constitui importante mecanismo de defesa durante a evolugao da doenca
de Chagas, com acédo crucial no controle da replicagdo intracelular do parasita
(Brener, Gazzinelli, 1997). Ferraz et al. (2009) demonstraram que camundongos
deficientes em linfocitos T CD4+ e T CD8* sdo mais susceptiveis a infeccédo por T.
cruzi, apresentando elevados niveis de parasitemia e altas taxas de mortalidade.

De acordo com Mocchegiani et al. (2013), a melatonina atua regulando as
funcdes timicas, provavelmente por meio de sua agao nos seus receptores existentes
nos timocitos e células epiteliais timicas (TECs). Resultados obtidos por Tian e
colaboradores (2003) destacaram que a administracdo de melatonina (60 dias) em
animais senis foi capaz de reduzir a involucao timica, com um importante aumento
no peso do timo e numero de timécitos. De forma complementar, evidenciamos que a
administracdo de melatonina foi capaz de influenciar a resposta imune, promovendo
um aumento significativo no percentual de células TCD4+e TCD8*. Adicionalmente o
tratamento com este hormaénio regulou positivamente a transi¢ao de timocitos DN1-
DN2, aumentando as subpopula¢des de timocitos DP, bem como a exportagdo de
populacdes de timécitos simples-positivo (SP) CD4 e CD8.

Sabe-se que as células B também sédo modificadas com a idade, e as alteracbes
incluem a reduc¢éao de moléculas coestimuladoras, comprometimentos na sinalizagao
do receptor de tais células e a diminuicdo da afinidade de imunoglobulinas (Aw
et al., 2007). Os linfocitos B também s&o cruciais durante a evolucdo da doenca
de Chagas (Pascutti et al., 2003), visto que animais infectados e com deficiéncia
genética nestas células apresentam maior suscetibilidade a infeccao (Cardillo et
al., 2007). Observamos que o processo de envelhecimento afetou o percentual de
linfécitos B e também confirmarmos o efeito estimulatério da melatonina sobre tais
células.

Aalteracao funcional do eixo neuroendocrino, com consequente desequilibrio na
producdo de horménios, neurotransmissores e neuropeptidios, ocorre tanto durante
a infeccédo por T. cruzi quanto durante o processo fisiolégico do envelhecimento,
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podendo ser diretamente influenciada por fatores imunoldgicos e endocrinos. Niveis
elevados de corticosterona podem contribuir para o processo de envelhecimento
(Zambrano et al., 2015), e as concentragdes de 11-DHC sao maiores em animais
senis (Holmes et al., 2010). Resultados também destacam a importante acéo
imunossupressora dos glicocorticoides, na resposta imune especifica mediada por
células T e B (Coutinho; Chapman, 2011). De acordo com estudos de Migliorati e
colaboradores (1994) a administracdo de doses farmacologicas de glicocorticoides
€ capaz de induzir a apoptose de timdcitos murinos imaturos, células NK e linfécitos
T citotdéxicos. Embora, os glicocorticoides circulantes sejam provenientes na sua
maior parte da glandula adrenal, como parte do eixo HPA, esses horménios também
podem ser produzidos a partir do composto inativo 11-DHC, através da enzima
1183- hidroxiesteroide-desidrogenase tipo 11 (113-HSD1) (Harno et al., 2010), bem
como em outros tecidos, tais como timo, encéfalo e trato grastrointestinal (Taves et
al., 2011). Adicionalmente, tem sido descrita a sintese de corticosterona a partir de
progesterona. Portanto, niveis elevados de corticosterona observados em animais
senis (Gruenewald et al., 1992), podem ser decorrentes da grande disponibilidade
sistémica de progesterona (Maeda et al., 2015). Outros estudos mostram que a
senescéncia também € acompanhada de um aumento na secrecao de outro
horménio esteroide, a aldosterona, elevando assim os riscos de desenvolvimento
de doencas cardiovasculares. Confirmando a influéncia dos horménios esterdides
no processo de envelhecimento, observamos um aumento nos niveis teciduais de
corticosterona, cortisona, cortisol, progesterona e aldosterona nos animais senis sem
infeccdo quando comparado aos animais jovens controles. Ja as concentragées de
11-DHC foram maiores no plasma dos animais senis sem infeccdo em comparacao
aos animais jovens.

Uma caracteristica importante da molécula de melatonina € a capacidade
de regular o processo de apoptose celular, seja na mobilizacdo de mecanismos
reparadores do DNA, inibindo a apoptose em células imunes e neuronais, e
contrariamente atuando como indutor da apoptose em células cancerigenas (Sainz,
Mayo et al. 2003). Estudos in vitrodemonstram o efeito anti-apoptoético da melatonina,
capaz de reverter o processo de morte celular de timocitos induzida por substancias
tais como glucocorticoides ou radical hidroxil (Sainz et al., 1999;Tian et al., 2001).
De forma interessante, outras pesquisas destacam que o aumento nos niveis de
cortisol que com o envelhecimento ocorre paralela a reducéo nas concentracoes de
melatonina. De acordo com 0s pesquisadores a habilidade da melatonina de inibir
0 processo de apoptose esta diretamente associada a redug¢ao na expressao de
receptores de glicocorticoides em timocitos (Sainz et al., 1999). Embora ndo haja na
literatura estudos que abordem a a¢ao da melatonina nos niveis de 11-DHC, nossos
estudos corroboram o previamente descrito, em que a administracao de melatonina
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reduziu os niveis de corticosterona, 11-DHC, cortisona e cortisol na glandula adrenal
de animais senis tratados com o hormdnio. Adicionalmente, observamos que a
administracao de melatonina nos animais jovens e senis infectados foi capaz de
elevar a viabilidade de timocitos e esplendcitos, bem como reduzir os percentuais de
células apoptéticas, tanto no estagio recente, como tardio. Vale salientar, ainda, que
além de reverter o processo de apoptose nossos estudos confirmaram a importante
acao da melatonina, reduzindo a liberagdo dos hormoénios esteroides.

Uma vez que tanto o envelhecimento quanto a infeccdo por T. cruzi tem
sido amplamente reportado como capazes de alterar a sistema antioxidante do
hospedeiro, o presente estudo propds a avaliacdo da maquinaria antioxidante.
Estudos em modelos experimentais ja demonstraram que a infeccéo causada por T.
cruzi provoca alteragdes importantes no sistema antioxidante do hospedeiro, sendo
capaz de estimular inicialmente a produgdo e atividade das seguintes enzimas,
Glutationa peroxidase (GPx), Glutationa redutase (GSR), e Glutationa reduzida
(GSH) (Gupta et al., 2009). Em contrapartida, de acordo com estudos de Wen e
Garg (2004), apos ativacao inicial do sistema antioxidante, ocorre uma intensa
deplecdo de enzimas antioxidantes, que é uma caracteristica marcante da fase
cronica da doencga, com reduzidos niveis de GSH e SOD sendo observados nos
animais infectados. Brazdo et al. (2017) também demonstraram uma atividade
significativamente reduzida da SOD plasmatica relacionada a idade em animais
nao infectados, em comparacéao aos jovens, corroborando os achados anteriores
(Espino et al., 2010; Mladenov et al., 2015).

A eficacia da melatonina tem sido também estudada em vérias doencas
neurodegenerativas, tais como doenca de Alzheimer (Rosales-Corral, Acuna-
Castroviejo et al. 2012) e Parkinson, em que a patogénese estd associada ao
estresse oxidativo (Esposito and Cuzzocrea 2010) e a atividade citotéxica de
radicais livres, os quais podem causar danos, com consequente perda de funcoes
em proteinas, lipideos e DNA. Estudos demonstraram que apéds a pinealectomia
ocorre um aumento dos danos oxidativos induzidos por radicais livres (Reiter 1999),
processo este revertido apdés a administracdo exdgena de melatonina, através
da reducdo dos niveis de peroxidacao lipidica (Terrdn et al., 2005). Evidéncias
marcantes demonstram que a reducao dos niveis de melatonina observada durante
o envelhecimento contribui para o aumento do estresse oxidativo observado em
idosos (Reiter et al., 2009). Esta importante acdo da melatonina foi confirmada em
nossos estudos, visto que o tratamento com esta indolamina resultou em importante
reducdo nos niveis de biomarcadores de estresse oxidativo, incluindo 8-isoprostano
(Brazao et al., 2017) e substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

Destaca-se que a importante acéo antioxidante da melatonina esta diretamente
relacionada a regulacdo génica, levando a ativacdo do fator nuclear eritréide
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Nrf2, translocando-o para o nucleo. A capacidade indutora da sintese de enzimas
antioxidantes, tais como glutationa peroxidase, glutationa redutase, glutamilcisteina
sintase (Luchetti et al., 2010), Heme oxigenase 1 (HO-1) e NAD(P) quinona
oxidoredutase-1 (NOQ1) da fase | (Tripathi e Jena, 2010) tem sido descrita. Neste
contexto, observamos em nossos estudos concentracdes aumentadas de GSH,
atividade de SOD (no plasma e no timo) e expressao SOD1 (baco e timo) e SOD2
(timo), além de um aumento na expressado de catalase (bacgo), nos animais senis
tratados com melatonina. Também confirmamos a ac&o deste horménio, induzindo
a translocacéo de Nrf2 ao nucleo, como visto nos animais infectados por T. cruzi,

jovens e senis.

CONSIDERACOES FINAIS

Os efeitos imunomodulatérios, antioxidantes e antiapopto6ticos da melatonina e
a sua capacidade de influenciar a evolugao da doenga de Chagas experimental séo
alvos de estudos e pesquisas em nosso laboratério. Os dados obtidos confirmaram
o desequilibrio na integracdo entre os sistemas imunoldgico e endbdcrino que
ocorre tanto durante a infeccao experimental por T. cruzi quanto na senescéncia,
com consequente aumento na producdo de horménios esteroides e diminuicéo
da viabilidade celular. Em contrapartida, demonstramos que a administragao de
melatonina, durante a infeccdo por T. cruzi foi capaz de influenciar e contrapor
através de diferentes mecanismos o desequilibrio dos sistemas que ocorrem com a
imunossenescéncia. Este horménio apresentou importante acéo antioxidante, além
de reduzir o estresse oxidativo, a producao de hormbnios esteroides e uma acéao
moduladora sobre diversos parametros da resposta imune. A acdo da melatonina
nos processos de apoptose também foi evidente, promovendo um aumento da
viabilidade celular, em timécitos e em esplenécitos. Destaca-se, ainda, o importante
efeito antioxidante desta molécula, através do estimulo direto em enzimas
antioxidantes tais como SOD e GSH, e inducéo da transcricdo de Nrf2 ao nacleo. E
apesar de, neste contexto, confirmar a acao da melatonina em parametros que até
entdo permaneciam desconhecidos, ainda é necessario avangar na compreensao
dos mecanismos e vias de sinalizacao envolvidos nestas a¢des. Portanto, diante da
diversidade das acdes deste hormdnio sobre o sistema imunoldgico, bem como da
complexidade das relagdes resposta imune x sistema endécrino, muitas pesquisas

ainda devem ser realizadas neste campo.
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