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Lista de Abreviaturas 
 

5-HT 5-hidroxitriptamina (serotonina) 
5-HTP 5-hidroxitriptofano 
AA-NAT arilalquilamina-N-acetiltransferase 
AC adenilil ciclase 
AFMK N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina 
AMK N[1]-acetil-5-metoxiquinuramina 
AMPc adenosina monofosfato cíclica 
ATP adenosina trifosfafo 
ANVISA Agência Nacional de Vigilância Sanitária 
BDNF fator neurotrófico derivado do cérebro 
BSA albumina sérica bovina 
Ca2+ Cálcio 
CaM Calmodulina 
CaMKII proteína quinase II dependente de CaM 
cNOS sintase de óxido nítrico constitutiva 
c.p.m. contagem por minuto 
CREB proteína ligante ao elemento de resposta do AMPc 
DAF-FM 4-amino-5-metilamino-2´,7´difluorofluoresceina 
DMEM meio de Eagle modificado por Dulbecco 
DMSO Dimetilsulfóxido 
DNA ácido desoxirribonucleico 
DTT Ditiotreitol 
e.p.m. erro padrão da média 
EDTA ácido etilenodiaminotetraacético 
EMSA ensaio de eletromobilidade em gel 
GABA ácido gama-aminobutírico 
GFAP proteína fibrilar ácida de glia 
GMPc guanosina monofosfato cíclico 
Gs proteína G estimulatória 
H Hora 
HEPES ácido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanesulfonico 
HIOMT hidroxi-indol-O-metiltransferase 
i.c.v. intracerebroventricular 
IκB proteína inibitória kappa B 
IKK IκB quinase 
IL-2 interleucina 2 
IL-6 interleucina 6 
iNOS sintase de óxido nítrico induzível 
IP3 inositol trifosfato 
LPS lipopolissacarídeo de bactéria Gram-negativa 
MAP2 proteína associada ao microtúbulo 2 
min. Minuto 
mM Milimolar 
MT1 receptor de melatonina do subtipo 1 
MT2 receptor de melatonina do subtipo 2 
MTT 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolium 
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NA Noradrenalina 
NADPH nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato-oxidase 
NAS N-acetilserotonina 
NEMO proteína moduladora essencial de NF-κB 
NF-κB fator nuclear kappa B 
NIK proteína quinase indutora de NF-κB 
NLS sinal de localização nuclear 
nNOS sintase de óxido nítrico neuronal 
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NSQs núcleos supraquiasmáticos 
OH• radical hidroxila 
PAMPs padrões moleculares associados a patogênos 
PBS solução tampão fosfato 
PDTC pirrolidina ditiocarbamato 
PKAII proteína quinase dependente de AMPc 
PKC proteína quinase dependente de Ca2+ 
PMSF fluoreto de fenilmetilsulfonil 
poli(dIdC) Poli(deoxinosinico-deoxicitidílico) 
QR2 quinona redutase 2 
RHD domínio de homologia Rel 
RNA ácido ribonucleico 
RNS espécie reativa de nitrogênio 
RORα receptor órfão para retinóide do subtipo α 
ROS espécie reativa de oxigênio 
RZR receptor z para retinóide 
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TAD domínio de transativação 
TBE solução contendo Tris/Borato/EDTA 
TLR-4 receptor semelhante ao Toll do subtipo 4 
TNF fator de necrose tumoral 
TNF-R receptor de TNF 
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V Volt 

 



 

 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

 

 

 

“Existe uma coisa que uma longa existência me ensinou: toda a nossa ciência, 

comparada à realidade, é primitiva e inocente; e, portanto, é o que temos de mais 

valioso.”  

Albert Einstein 



 

11 
 

O fator de transcrição nuclear kappa B (NF-κB) exerce importantes 

funções na fisiologia e na patologia do sistema nervoso central (SNC). É um 

alvo de ação da melatonina, molécula sintetizada por diversos tipos celulares e 

que desempenha múltiplas ações. Encontramos na cultura de células granulares 

de cerebelo um bom modelo para estudar a interação entre a melatonina e a via 

de ativação do NF-κB, pois estas células dependem de uma atividade basal 

deste fator de transcrição para sobreviver. 

 

Melatonina e os Sítios de Produção 

 

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é uma indolamina versátil, 

muito conservada entre os filos e que está presente em organismos unicelulares, 

plantas, fungos, invertebrados e vertebrados (Pandi-Perumal et al., 2006). Em 

vertebrados é sintetizada pela glândula pineal à noite e por isso é conhecida 

como o hormônio do escuro, pois marca a entrada e a duração desta fase 

(Arendt e Skene, 2005). Além disso, outros sítios de produção de melatonina 

estão espalhados por todo o organismo e, neste caso, esta indolamina 

desempenha diversas funções autócrinas ou parácrinas, relacionadas ou não à 

marcação do tempo (Gern e Ralph, 1979; Bubenik, 2001; 2002; Carrilo-Vico et al., 

2004; Markus et al., 2013).  

A melatonina foi isolada pela primeira vez por Aaron B. Lerner a partir 

de extratos de glândula pineal bovina (Lerner et al., 1958). Mais tarde, Julius 

Axelrod fez importantes avanços descrevendo a síntese da melatonina (Axelrod 
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e Wiessbach, 1960; Weissbach et al., 1960) e a participação do sistema nervoso 

simpático na imposição do ritmo diário de produção desse hormônio pela 

glândula pineal (Iversen, 2006). A síntese de melatonina tanto pela glândula 

pineal quanto por sítios extra-pineais depende da mesma via biossintética, no 

entanto, os controles envolvidos nessa síntese são diferentes para cada local. A 

biossíntese da melatonina se inicia com a captação do triptofano que é 

convertido a 5-hidroxitriptofano (5-HTP). Este é metabolizado em serotonina (5-

HT) que sofre uma acetilação pela enzima arilalquilamina-N-acetiltransferase 

(AA-NAT) resultando em N-acetilserotonina (NAS) que é, em seguida, uma O-

metilada pela enzima hidroxindol-O-metiltransferase (HIOMT), resultando em 

melatonina (Klein et al., 1981).  

Nos mamíferos, a glândula pineal é um órgão neuroendócrino que 

recebe tanto informações neurais quanto humorais (Simonneuax e Ribelayga, 

2003). A principal via neural que envolve a glândula pineal é chamada de trato 

retino-hipotalâmico que transmite a informação fótica da retina para os núcleos 

supraquiasmáticos (NSQs) localizados no hipotálamo (Moore e Klein, 1974). Os 

NSQs liberaram o neurotransmissor inibitório ácido gama-aminobutírico 

(GABA) no núcleo paraventricular (NPV) que emite projeções ao gânglio 

cervical superior, de onde partem fibras simpáticas que inervam a pineal. Na 

fase de claro, a informação fótica que chega aos NSQs leva a uma inibição da 

atividade do NPV e, portanto, inibe a via de ativação da glândula pineal. Na 

fase de escuro, esta via é liberada e os neurotransmissores simpáticos ativam a 

pineal (Simonneuax e Ribelayga, 2003). Apesar da luz ser sincronizadora da 



 

13 
 

atividade da pineal, não podemos esquecer que os NSQs apresentam uma 

atividade rítmica endógena. Isso quer dizer que, em escuro constante, a 

glândula pineal produz melatonina de forma rítmica, obedecendo ao ritmo 

endógeno dos NSQs (Arendt e Skene, 2005). 

A noradrenalina liberada no escuro de terminais simpáticos originários 

do gânglio cervical superior (Klein, 1985) ativa adrenoceptores α1 e β1 (Tobin et 

al., 2002). A ativação apenas do adrenoceptor β1 é suficiente para induzir a 

síntese de melatonina. Estes receptores acoplam-se à proteína G estimulatória 

(Gs) resultando na produção de adenosina monofosfato cíclica (AMPc) através 

da adenilil ciclase (AC). O AMPc, por sua vez, ativa a proteína quinase A II 

dependente de AMPc (PKAII) (Simonneax e Ribelaga, 2003). O aumento da 

atividade simpática pode elevar as concentrações disponíveis de NA na fenda 

sináptica ativando adrenoceptores α1 (Sabban et al., 2004; Serova et al., 2008) que 

potencia em até vinte vezes a síntese de melatonina induzida pela ativação de 

adrenoceptores β1 (Chik e Ho, 1989). Os adrenoceptores α1 ativam fosfoquinase 

C (PKC) através da mobilização de cálcio por inositol trifosfato (IP3). A PKC 

induz um aumento de guanosina monofosfato cíclica (GMPc) que ativa a AC 

(Simonneuax e Ribelayga, 2003). 

Entre os mamíferos podemos distinguir dois grupos quanto à ativação da 

produção de melatonina pela pineal: os de hábito noturno (roedores) e os de 

hábito diurno (primatas e ungulados). Em roedores PKAII fosforila o fator de 

transcrição CREB (do inglês, cyclic AMP response element binding) que ativa a 

transcrição do RNA mensageiro da enzima AA-NAT. Uma vez transcrita e 
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traduzida, esta enzima é degradada pelo proteassoma 26S. A fosforilação da 

AA-NAT por PKAII favorece a interação com a proteína 14-3-3, tornando-a 

estável e expondo o sítio ativo. Portanto, em roedores a ativação β1-adrenérgica 

sinaliza a transcrição do gene da AA-NAT, sua estabilização e ativação. Em 

primatas e ungulados, o gene Aa-nat é transcrito e traduzido constitutivamente, 

porém a proteína AA-NAT sofre processo contínuo de degradação na ausência 

de fosforilação. A indução de sua atividade depende, portanto, da fosforilação 

pela PKAII, obtida através da ativação simpática. Em ambos os grupos, a 

enzima AA-NAT é o passo chave da síntese de melatonina (Simonneaux e 

Ribelayga, 2003), mas o decurso temporal de ativação é diferente. No caso dos 

animais de hábito noturno existe um tempo longo entre a entrada do escuro e o 

início da produção de melatonina, enquanto que em animais de hábito diurno a 

subida dos níveis de melatonina ocorre imediatamente após o início do escuro 

(Lee et al., 2009). 

Como mencionado anteriormente, a via de biossíntese de melatonina em 

sítios extra-pineal é a mesma já descrita, mas o controle dessa produção é 

específico para cada local. Em estado de higidez, células fotorreceptoras da 

retina, por exemplo, são as responsáveis pela produção de melatonina de forma 

rítmica sincronizada ao ciclo claro/escuro ambiental (Gern e Ralph, 1979; Cahill 

e Besharse, 1993; Liu et al., 2004), mas em condições patológicas outros tipos 

celulares também assumem este papel (Tosini et al., 2012a). Em ambos os casos, 

a melatonina age apenas no local (Iuvone et al., 2005). O controle da expressão 

da enzima AA-NAT em fotorreceptores depende apenas do relógio circadiano 
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interno presente nessas células e não da atividade dos NSQs (Chen e Baler, 

2000; Sakamoto et al., 2000). 

Células do trato gastrointestinal, com destaque para as células 

enterocromafins, produzem elevado nível de melatonina que chega a ser 10 à 

100 vezes maior que as concentrações encontradas no plasma (Bubenik, 2002). 

Ao contrário da produção fotoperiódica na pineal, a libertação de melatonina 

gastrointestinal parece estar relacionada com a periodicidade da ingestão de 

alimentos e esta produção tem ação endócrina, parácrina ou autócrina, 

influenciando a regeneração e a função epitelial e modulando o sistema 

imunológico local (Bubenik, 2008).  

A produção de melatonina por células do sistema imunológico ocorre 

quando essas células são ativadas por agentes pró-inflamatórios, tais como 

padrões moleculares associados a patógeno (PAMPs) ou citocinas (Carrilo-

Vicco et al., 2004; 2005; Martins et al., 2004; Pontes et al., 2006; Maldonado et al., 

2010; Muxel et al., 2012; Pires-Lapa et al., 2013). A melatonina produzida por 

células imunocompetentes tem função autócrina e parácrina, uma vez que 

aumenta a capacidade fagocítica dos macrófagos (Muxel et al., 2012; Pires-Lapa 

et al., 2013) e induz a síntese de interleucina-2 (IL-2) (Carrilo-Vico et al., 2005). 

No SNC os altos níveis de melatonina encontrados no líquido 

cefalorraquidiano podem ter origem na própria glândula pineal que se 

comunica com o terceiro ventrículo através do recesso pineal (Tricoire et al., 

2002). Por outro lado, o tecido cerebral apresenta a maquinaria molecular 

necessária para produzir melatonina (Gaudet et al., 1991; Uz et al., 2002; 
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Jimenez-Jorge et al., 2006) e existem evidências de que esta produção seja feita 

por células da glia, já que expressam AA-NAT (Liu et al., 2007; Tan et al., 2010; 

Pinato et al., 2013). A importância dos altos níveis de melatonina encontrados 

no SNC pode estar relacionada à função neuroprotetora da melatonina 

(Hardeland, 2012).  

A melatonina, portanto, exerce diversas funções que podem ser divididas 

em cronobióticas e não-cronobióticas. Os efeitos cronobióticos são mediados 

pelo ritmo diário de produção de melatonina pela glândula pineal, enquanto 

que a melatonina produzida por sítios extra-pineal não depende de 

sincronização pelo ciclo claro-escuro e tem ação no local de síntese. 

 

Mecanismos de ação da melatonina e proteção celular 

 

É largamente difundido o papel da melatonina como agente de proteção 

celular, tanto em modelos in vivo quanto in vitro. Podemos citar uma extensa 

literatura mostrando a melatonina inibindo apoptose em diversos tipos 

celulares (Yalcin et al., 2004; Luchetti et al., 2010), protegendo as células do 

estresse oxidativo (Solís Herruzo e Solís Muños, 2009; Esposito e Cuzzocrea, 

2010; Cuesta et al., 2011) ou, ainda, combatendo os efeitos do envelhecimento 

(Srinivasan et al., 2005; Perreau et al., 2007; Pizza et al., 2011). As múltiplas 

funções desempenhadas pela melatonina, específicas para cada tecido, se 

devem aos diversos mecanismos de ação possíveis. Muitas das funções da 

melatonina são mediadas por dois tipos de receptores de membrana acoplados 
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à proteína G (Zlotos et al., 2013). Por outro lado, por ser uma molécula 

anfipática a melatonina é capaz de atravessar a membrana plasmática e 

interagir com moléculas citosólicas e nucleares com uma afinidade muito 

menor do que para os receptores de membrana. (Shida et al., 1994; Hardeland, 

2009; Luchetti et al., 2010).  

Em mamíferos os receptores de membrana denominados MT1 e MT2 

(originalmente descritos como Mel1a e Mel1b, respectivamente) são expressos 

tanto individualmente como em conjunto em vários tecidos e órgãos 

(Hardeland, 2009). O subtipo MT1 é amplamente expresso no SNC, em órgãos 

reprodutores, rim, fígado, vasos e pele. Nos NSQs, por exemplo, desempenha 

um papel na retroalimentação envolvida no reajuste do oscilador, já que a 

glândula pineal de mamíferos é controlada pelos NSQs. Já o subtipo MT2 é 

expresso de forma mais restrita, sendo encontrada principalmente no cérebro 

(com excessão dos NSQs), embora a sua presença também tenha sido detectada 

no pulmão, células do sistema imunológico, duodeno e adipócitos (Pandi-

Perumal et al., 2008). Esses receptores tem afinidades diferentes para a 

melatonina sendo cerca de três vezes maior para o MT1 em relação ao MT2. 

(Witt-Enderby et al., 2003). Além disso, os receptores podem atuar como 

monômeros ou dímeros, sendo que a presença de heterodímero MT1/MT2 e o 

homodímero MT1 são mais prevalentes em relação ao homodímero MT2 (Zlotos 

et al., 2014).  

Um terceiro tipo de receptor de membrana (MT3) chegou a ser 

designado, mas, posteriormente, foi demonstrado que se tratava de uma 
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enzima citosólica denominada quinona redutase 2 (QR2) (Nosjean et al., 2000). 

Esta enzima pertence ao grupo de redutases que participa da proteção contra o 

estresse oxidativo (Pandi-Perumal et al., 2008). Além da QR2 a melatonina 

interage com outras moléculas citosólicas como, por exemplo, a calmodulina 

(CaM) que forma um complexo com cálcio (Hardeland, 2009; Luchetti et al., 

2010). Essa interação leva a inibição da atividade de proteínas quinases, como a 

CaM quinase II (CaMKII) (Benítez-King et al., 1996) e da isoforma constitutiva 

da sintase de óxido nítrico (cNOS) (León et al., 2000). 

A superfamília de receptores órfãos de ácido retinóico (ROR e RZR) tem 

sido alvo de um considerável número de estudos que apontam que esses 

receptores estão presentes no SNC e em células do sistema imunológico 

(Hardeland, 2009). A atividade desses receptores pode ser inibida pela 

melatonina de forma direta ou através de duas formas indiretas: via receptor 

MT1 ou através da interação da melatonina com o complexo CaM (Tomás-

Zapico e Coto-Montes, 2005).  

Um alvo chave da melatonina envolvido na proteção celular é o fator de 

transcrição NF-κB (Luchetti et al., 2010). Sua inibição leva, consequentemente, a 

redução da síntese de citocinas proinflamatórias como, por exemplo, as 

interleucinas (IL-2 e IL-6), o fator de necrose tumoral (TNF), moléculas de 

adesão e quimiotáxicas e a isoforma induzida da sintase de óxido nítrico 

(iNOS), além de modular a expressão de genes anti e proapoptóticos (Bhakar et 

al., 2002; Bruck et al., 2004; Kaltschmidt et al., 2005). O mecanismo de ação da 
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melatonina sobre a via de ativação deste fator de transcrição ainda não está 

estabelecido.  

Múltiplas ações da melatonina a tornam uma importante molécula no 

combate ao estresse oxidativo. Devido às suas características físico-químicas a 

melatonina se encontra amplamente distribuída nos tecidos, células e 

compartimentos celulares (Shida et al., 1994; Costa et al., 1995; Menendez-Pelaez 

e Reiter, 1993). Isso permite que ela interaja e neutralize espécies reativas de 

oxigênio (ROS) ou de nitrogênio (RNS), reduzindo os danos oxidativos às 

moléculas encontradas em compartimentos lipídicos ou aquosos (Tomás-Zapico 

e Coto-Montes, 2005). A propriedade única da melatonina ao interagir com ROS 

ou RNS gera metabólitos que também possuem propriedades antioxidantes, tal 

como o N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinuramina (AFMK) que sofre a retirada 

do grupo funcional formil dando origem ao também antioxidante N[1]-acetil-5-

metoxiquinuramina (AMK) (Galano et al., 2013).  

A melatonina também age como antioxidante de forma indireta por 

estimular o aumento da expressão e da atividade de enzimas antioxidantes, tal 

como a superóxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e 

glicose-6-fosfato desidrogenase (Pandi-Perumal et al., 2013). Os mecanismos 

ainda são incertos, mas existem evidências da ação antioxidante da melatonina 

através de seus receptores de membrana (Carrilo-Vico et al., 2004) ou através da 

inibição dos fatores de transcrição RORα e NF-κB, ambos envolvidos na 

transcrição de genes de enzimas pró e antioxidantes (Dai et al., 2001; Luchetti et 

al., 2010). 
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Por fim, a melatonina apresenta múltiplas formas de gerar citoproteção 

associadas às diversas formas específicas de sinalizar.  

 

Fator de transcrição nuclear kappa B (NF-kB) 

 

O fator de transcrição NF-κB é um mensageiro intracelular conservado 

evolutivamente que exerce um papel crucial em muitos processos biológicos 

(Hayden e Gosh, 2012). Descoberto em linfócito B (Sen e Baltimore, 1986) o NF-

κB é considerado um fator chave na reposta do sistema imunológico, mas 

também influencia a expressão gênica relacionada à sobrevivência, 

diferenciação e proliferação celular (Xiao, 2004). A disfunção da atividade do 

NF-κB pode levar a consequências severas tais como câncer, doenças 

cardiovalaculares, diabetes, inflamações crônicas e doenças relacionadas ao 

SNC (Courtois e Gilmore, 2006). 

A superfamília de proteínas do NF-κB é caracterizada por conter uma 

porção N–terminal bem conservada com cerca de 300 aminoácidos chamada de 

domínio de homologia Rel (RHD), a qual se subdivide em uma região que se 

liga ao DNA e outra chamada de domínio de dimerização, onde se encontra um 

sinal de localização nuclear (NLS) (Hayden e Ghosh, 2004). A sequência c-

terminal divide a superfamília do NF-κB em dois grupos: os que contém um 

domínio de transativação (TAD) e que, portanto, ativam a transcrição gênica – 

RelA (p65), RelB e c-Rel – e os que não contém esse domínio e são repressores 

da expressão gênica – p50 e p52 (Gilmore e Woleski, 2012). Os membros dessa 
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superfamília funcionam como dímeros e as cinco subunidades podem formar 

homo ou heterodímeros, sendo que o mais abundante é o p50/RelA (Xiao, 

2004). 

A atividade dos dímeros de NF-κB é inibida por proteínas 

citoplasmáticas inibitórias da família IκB que se ligam ao domínio RHD dos 

dímeros, mantendo-os no citoplasma, prevenindo a translocação para o núcleo. 

A família IκB é caracterizada por repetições de anquirinas que são proteínas 

adaptadora que promovem interação proteína-proteína (Xiao, 2004). Fazem 

parte dessa família IκBα, IκBβ, IκBε, IκBγ, Bcl-3 e os precursores p100 e p105, 

que dão origem as subunidades p52 e p50, respectivamente (Gilmore e 

Wolenski, 2012). 

As vias de ativação do NF-κB podem ser dependente (via clássica) ou 

independente (via não-clássica) do complexo formado pelas proteínas IκB 

quinases (IKK) dos subtipos α e β e da proteína moduladora essencial de NF-κB 

(NEMO). Na via clássica, a ativação de receptores de agentes pró-inflamatórios, 

tal como TNF ou de PAMPs, como o lipopolissacarídeo (LPS), componente da 

parede de bactéria gram-negativa que ativa o receptor semelhante ao Toll do 

subtipo 4 (Toll-like receptor, TLR-4), levando a ativação do complexo IKKβ que 

está associado ao complexo IKKα/NEMO. A ativação deste complexo leva à 

fosforilação da proteína IκB que será, então, ubiquitinada e degradada por 

proteassoma liberando o dímero de NF-κB (Hayden e Ghosh, 2012). A via não-

clássica é independente de IKKβ e NEMO, enquanto que IKKα e a proteína 

quinase indutora de NF-κB (NIK) são essenciais. Algumas citocinas e vírus 
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ativam a NIK que ativa IKKα. Esta fosforila p100 que é poliubiquitinada e 

parcialmente degradada, gerando a subunidade p52 que transloca para o 

núcleo juntamente com a RelB (Xiao, 2004). Além dessas vias, danos no DNA 

causados por radiação ionizante ou por drogas quimioterápicas e condições 

estressantes, como estresse oxidativo, são capazes de ativar NEMO através de 

uma via “núcleo-citoplasma”. Ainda, a luz UV é capaz de ativar IκBα via p38 de 

forma independente de dano no DNA (Neumann e Naumann, 2007). 

Ao translocar para o núcleo o NF-κB ativa a transcrição dos genes da 

proteína da família IκB gerando uma retroalimentação negativa que controla a 

atividade do próprio fator de transcrição (Nelson et al., 2004). Na presença de 

um estímulo sustentado o NF-κB transloca para dentro e para fora do núcleo, 

produzindo uma oscilação com período definido. Em células de neuroblastoma 

humano (SK-N-A) isoladas este período é de aproximadamente cem minutos 

(Ashall et al., 2009; Turner et al., 2010). Esta oscilação temporal permite que 

diferentes conjuntos de genes sejam expressos ao longo do tempo (Ashall et al., 

2009). Além dessa retroalimentação outros fatores regulados pelo NF-κB são 

capazes de modular a atividade desse fator de transcrição como, por exemplo, o 

NO sintetizado a partir da iNOS (delaTorre et al., 1999).  

 

Relação NF-κB e Melatonina – Eixo Imune-Pineal 

 

A produção rítmica de melatonina pela glândula pineal pode ser 

modulada por mediadores inflamatórios já que a glândula expressa receptores 
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para eles (Jiang-Shieh et al., 2005; da Silveira Cruz-Machado et al., 2010; 

Carvalho-Sousa et al., 2011). Enquanto isso, na periferia células 

imunocompetentes produzem melatonina quando estimuladas por esses 

mesmos agentes inflamatórios (Carrilo-Vicco et al., 2004; 2005; Martins et al., 

2004; Pontes et al., 2006, 2007; Maldonado et al., 2010; Muxel et al., 2012; Pires-

Lapa et al., 2013). Essa comunicação bidirecional entre as fontes de melatonina 

pineal e extra-pineal no contexto de uma inflamação (Skwarlo-Sonta et al., 2003; 

Markus et al., 2007; Markus e Ferreira, 2011) é dependente da atividade do NF-

κB (da Silveira Cruz-Machado et al., 2010, 2012; Carvalho-Souza et al., 2011). 

Esta relação tem sido estudada por nosso grupo como a hipótese do Eixo 

Imune-Pineal (Markus et al., 2007; Fernandes e Markus, 2011; Markus e Ferreira, 

2011; Markus et al., 2013).  

Em estado de higidez a melatonina produzida pela glândula pineal na 

fase de escuro inibe o rolamento e a adesão de leucócitos à camada endotelial 

dos vasos, impedindo a migração dessas células para o tecido e, portanto, a 

montagem de uma resposta inflamatória desnecessária (Lotufo et al., 2001; 

2006). A glândula pineal apresenta um ritmo de atividade diário do dímero 

inibidor de transcrição gênica, p50/p50. Na transição claro/escuro, momento 

em que se inicia a produção de melatonina pela glândula, há uma queda 

abrupta do conteúdo nuclear desse dímero, que permanece baixo até a próxima 

fase de claro (Cecon et al., 2010).  

No início de um processo inflamatório a ativação de receptores de 

PAMPs e de citocinas (TLR-4 e TNF-R) na glândula pineal leva a um aumento 
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da translocação nuclear dos dímeros p50/p50 e p50/RelA induzindo a 

produção de TNF e de iNOS e um bloqueio da produção de melatonina (da 

Silveira Cruz-Machado et al., 2010, 2012; Carvalho-Souza et al., 2011; Markus e 

Ferreira, 2011). A ausência de TAD no dímero p50/p50 e o fato de que culturas 

de pineais incubadas com inibidores de NF-κB aumentam a produção de NAS 

(Ferreira et al., 2005) sugerem que este dímero seja responsável pelo bloqueio da 

expressão da Aa-nat.  

A síntese de melatonina por células imunocompetentes ativadas por 

agentes pró-inflamatórios foi demonstrado em linfócitos (Carrilo-Vico et al., 

2004; 2005), macrófagos (Martins et al., 2004; Muxel et al., 2012; Pires-Lapa et al., 

2013), células mono e polimorfonucleares de colostro (Pontes et al., 2006, 2007), 

timócitos (Naranjo et al., 2007), mastócitos (Maldonado et al., 2010) e células da 

glia (Pinato et al., 2013). A produção de melatonina por macrófagos do colostro 

é bloqueada ao ser inibida a translocação nuclear do NF-κB (Pires-Lapa et al., 

2013) e, em linhagens de macrófagos RAW 264.7, a expressão do gene da AA-

NAT é acionada por dímeros de NF-κB contendo as subunidades RelA ou c-Rel 

(Muxel et al., 2012). Esta melatonina produzida por macrófagos age de maneira 

parácrina ativando receptores MT2 que leva a um aumento da expressão de 

dectina-1, molécula que participa no englobamento de partículas e 

microorganismos e na formação do fagolisossomo. Portanto, a melatonina 

induz um aumento da atividade fagocítica dos macrófagos (Pire-Lapa et al., 

2013).  
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Se por um lado a síntese de melatonina tanto na pineal quanto em sítios 

extra-pineal é modulada pelo NF-κB, a atividade deste fator de transcrição é 

inibida pela melatonina em macrófagos de murino (Gilad et al., 1998), 

neuroblastoma humano (Lezoualc'h et al., 1998), linhagem de célula humana 

(SH-SY5Y) (Chetsawang et al., 2006), cultura de endotélio de rato (Tamura et al., 

2009) e em microglia de murinos (Min et al., 2012), reduzindo tanto a síntese de 

citocinas pró-inflamatórias quanto o estresse oxidativo induzido por agentes 

nocivos. Por essa razão, o uso da melatonina tem sido considerado no 

tratamento e prevenção de diversas doenças de caráter inflamatório, incluindo 

doenças neurodegenerativas (Hardeland, 2009). 

Desta forma, a hipótese do Eixo Imune-Pineal postula que mediadores 

da fase inicial da inflamação bloqueiam a síntese de melatonina induzida por 

noradrenalina, inibindo o pico noturno de melatonina plasmática e favorecendo 

a migração de células para o local da lesão. Dados clínicos reforçam essa 

hipótese, mostrando que mães com mastite ou que realizaram parto cesariano 

apresentam uma supressão dos níveis noturnos de melatonina acompanhada de 

um aumento dos níveis de TNF plasmático (Pontes et al., 2006; 2007). Na fase de 

recuperação os leucócitos migram para o local da lesão celular e produzem 

melatonina e outros mediadores anti-inflamatórios que contribuem para o 

término da resposta inflamatória (Fernandes e Markus, 2011). 
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Cerebelo – as células granulares 

 

O cerebelo (latim: pequeno cérebro) é uma região do encéfalo 

responsável pelo controle motor fino e por funções cognitivas e emocionais 

(Hashimoto e Hibi, 2012). O córtex do cerebelo é dividido anatomicamente em 

três camadas: molecular, Purkinje e granular. A camada molecular possui 

poucos corpos celulares de dois tipos de interneurônios (em cesto e estrelado) 

que estão dispersos entre os axônios excitatórios das células granulares e os 

dendritos inibitórios das células de Purkinje. Na camada de células de Purkinje, 

além destas, estão os núcleos das células de Bergmann, astrócitos especializados 

que lançam seus prolongamentos à camada molecular, perpendicularmente à 

superfície meníngea. A camada mais interna é composta pelo grande número 

de células granulares, os menores neurônios do corpo, e uma pequena 

quantidade de neurônios de Golgi. Nessa camada existem sinapses complexas 

denominadas glomérulos cerebelares, onde a fibra musgosa termina em um 

pequeno bulbo que se conecta com as células granulares e os neurônios de 

Golgi (Ghez e Thach, 2000). 

As células granulares de cerebelo, que são neurônios glutamatérgicos, 

sobrevivem em cultura desde que o meio de cultivo seja mantido em 

concentração despolarizante de potássio (25 mM) o que ativa os canais de cálcio 

dependente de voltagem elevando os níveis de cálcio intracelular (Blaustein, 

1975; Tsien, 1983; Gallo et al., 1987). A redução dos níveis de potássio na cultura 

induz apoptose (D’Mello et al., 1993; Galli et al., 1995), enquanto que a abertura 
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de canais de cálcio é indispensável para manter uma atividade basal do fator de 

transcrição NF-κB, essencial para a sobrevivência das células (Lilienbaum e 

Israël, 2003).  

De forma geral, o NF-κB exerce diversas funções essenciais no SNC, 

tanto em condições fisiológicas quanto patológicas (Mattson et al., 2000; 

Kaltschmidt et al., 2005). A sobrevivência de células granulares de cerebelo em 

cultura mantidas em alta concentração de potássio é reduzida quando se incuba 

as células com bloqueadores da atividade do NF-κB. Por outro lado, células 

transfectadas que superexpressam a subunidade RelA não entram em apoptose 

quando submetidas a um meio com baixa concentração de potássio (Koulich et 

al., 2001). Esses resultados indicam que o NF-κB é indispensável para a 

sobrevivência dessas células em cultura e uma alteração dos níveis basais pode 

ocasionar a morte celular (Kaltschmidt et al., 2005). 

O cerebelo é alvo de atuação da melatonina via receptores de membrana 

(MT1 e MT2) (Laudon et al., 1998; Al-Ghoul et al., 1998; Imbesi et al., 2008; 

Adamah-Biassi et al., 2014). Na cultura de células granulares do cerebelo a 

melatonina apresenta um efeito protetor contra a neurotoxicidade induzida por 

glutamato (Gepiredman et al., 2000) e o envelhecimento celular (Tajes Orduña et 

al., 2009). Além disso, a melatonina inibe corrente induzida pela ativação de 

receptores nicotínicos (Lax et al., 2008) e aumenta a amplitude da corrente de 

potássio, elevando a migração celular (Liu et al., 2007). 

O cerebelo é capaz de sintetizar melatonina por um mecanismo 

dependente de NF-κB (Pinato et al., 2013). A injeção de LPS no ventrículo lateral 
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de rato reduz o pico noturno de melatonina no plasma e induz a sua síntese no 

cerebelo, mas não no córtex e no hipocampo. Além disso, a mesma injeção de 

LPS induz morte celular apenas no córtex e no hipocampo, mas não no 

cerebelo, indicando que a produção de melatonina nesse tecido tem um papel 

citoprotetor. 

A partir do embasamento teórico descrito, tendo em vista que a 

sobrevivência das células granulares de cerebelo em cultura depende de uma 

atividade basal do NF-κB e que estas células são alvos da melatonina, 

indagamos como esta indolamina afeta a atividade do NF-κB em condição basal 

ou em culturas desafiadas por agente que ativa a via do NF-κB.  



 

 

 

 

 

 

OBJETIVOS 

 

 

 

 

 

 

 

“A vida se expande ou se encolhe de acordo com a nossa coragem” 

Anais Nin 
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Utilizar um modelo de células neuronais em cultura para avaliar se o 

efeito da melatonina é dependente do estado fisiopatológico do sistema. 

Culturas de células granulares de cerebelo foram avaliadas no estado basal e 

após desafio com LPS.  

 

Objetivos específicos: 

 

1) Avaliar se o efeito citoprotetor da melatonina depende do estado de 

ativação do fator de transcrição NF-κB nas células granulares de 

cerebelo. 

2)  Determinar se as células granulares de cerebelo em cultura 

expressam AA-NAT e produzem melatonina em condição basal ou 

quando estimuladas por LPS. 

3)  



 

 
 

 

 

 

 

MATERIAL e MÉTODOS 

 

 

 

 

 

 

 

“Os métodos são as verdadeiras riquezas” 

Friedrich Nietzsche 
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Animais 

 

Ratos Wistar (7 – 8 dias de idade) foram obtidos do biotério do 

Departamento de Fisiologia do Instituto de Biociências, Universidade de São 

Paulo. Os animais permaneceram alojados em gaiolas de polipropileno 

mantidas em sala com temperatura e umidade controladas. O ciclo claro-escuro 

empregado foi de 12:12 horas. Todos os procedimentos seguiram as 

recomendações e os princípios éticos de experimentação animal, aprovados 

pelo comitê de ética do instituto (CEUA/IB 110/2010) e foram realizados em 

conformidade com as recomendações do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA) (ANEXO 1). Foram utilizados cerca de 250 

animais para a realização desse trabalho. 

 

Drogas e Reagentes 

 

As drogas e reagentes utilizados tiveram as seguintes procedências:  

 

• Sigma-Aldrich (St. Louis, MI, EUA): tripsina; inibidor de tripsina; 

lipopolisacarídeo (LPS), de Escherichia coli sw sorotipo 0127:B8, 

melatonina, anticorpo anti-coelho conjugado a FITC (F7512), 

anticorpo de coelho anti-AA-NAT (S0939), ácido 4-(2-hidroxietil)-

1-piperazinaetanesulfonico (HEPES), bis-acrilamida (N,N’-
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metilenebisacrilamida), brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio (MTT) e N-acetil-2-benzitriptamina (luzindol).  

• Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA): anticorpo 

policlonal de coelho anti-iNOS (NOS2 (N-20): sc-651 TRITC) e 

anticorpos para NF-κB p50 (NLS)X sc-114X, p52 (K-27)X sc-298X, 

RelA (A)X sc-109X, RelB (C-19)X sc-226X e c-Rel (N)X sc-70X.  

• GIBCO BRL Products (Grand Island, NY, EUA): Dubeco´s modified 

Eagles medium (DMEM); soro fetal bovino (SFB) e 

penicilina/estreptomicina.  

• Amresco (Solon, Ohio, EUA): Triton X-100.  

• Invitrogen Life Technology (Carlsbad, CA, EUA): ditiotreitol 

(DTT), fenilmetanesulfonilfluorido (PMSF) e quinase T4 

polinucleotídeo.  

• Amersham Bioscience (Buckinghamshire, UK) foram obtidos: sal 

ácido sódico Poli(deoxinosinico-deoxicitidílico) [poli(dIdC)].  

• Bio-Rad (Richmond, CA, EUA): acrilamida. 

• Calbiochem (Darmstadt, Germany): Nonidet-p40 (NP40). 

• Perkin Elmer (Boston, MA, EUA): Easy Tides®: adenosina 5’- 

trifosfato, [γ32 P].  

• Promega (Madison, WI, EUA): Oligonucletotídeo consenso para 

NF-κB (5’-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’).  

• Molecular Probes (Eugene, OR, EUA): diacetato de 4-amino-5-

metilamino-2’,7’difluorofluoresceina (DAF-FM DA), 1400W. 
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• IBL international (Hamburg, Alemanha): kit de dosagem de 

melatonina. 

 

Todos os demais reagentes utilizados apresentavam grau de pureza 

analítico. A melatonina foi diluída inicialmente em 5 % de etanol, sendo 

estocada na concentração de 10 mM. Luzindol foi diluído e estocado na 

concentração de 10 mM em 100% de etanol. DAF-FM foi estocado na 

concentração de 1 mM em dimetilsufóxido (DMSO) 100%. Todo o material 

restante foi diluído, aliquotado e estocado em água deionizada e purificada por 

sistema Milli-Q. As diluições seguintes foram feitas com as soluções descritas 

em cada protocolo. 

 

Cultura de Células Granulares de Cerebelo 

 

Os ratos foram decapitados e os cerebelos isolados foram lavados, 

picotados e incubados em tripsina 0,05 % em solução fisiológica (NaCl 120 mM; 

KCl 5 mM; KH2PO4 1,2 mM; MgSO4.7H2O 1,2 mM; NaHCO3 25 mM e glicose 13 

mM; pH = 7,4) a 37 ºC durante 40 minutos. Na sequência, a dispersão química 

foi interrompida pela adição de inibidor de tripsina 0,06 % e as células isoladas 

por dispersão mecânica seguida de centrifugação (300 g, 5 min.) foram 

plaqueadas em meio DMEM: 13,4 g/L, SFB 10 %, KCl 25 mM, NaHCO3 44 mM, 

penicilina 50 U/mL / estreptomicina 50 µg/mL, na concentração de 5x105 – 

5x106 células/poço, mantidas a 37 ºC, 5 % CO2. O meio de cultura foi trocado a 
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cada 48 horas e os experimentos foram realizados no 7º ou 8º dia de cultura in 

vitro. 

A imunofluorescência utilizando os anticorpos MAP-2 (marcador de 

neurônio), GFAP (marcador de astrócito) e ED-1 (marcador de microglia) 

indicaram que a cultura é composta de 80 – 90 % de neurônios (células 

granulares), 10 – 15 % de astrócitos e 2 – 3 % de microglias, semelhantemente à 

cultura descrita por Kawamoto e colaboradores (2008). 

 

Protocolos Experimentais 

 

Para avaliar a viabilidade celular as culturas foram incubadas com 

melatonina (0,1 nM – 1 µM), LPS (100 ng/mL) ou ambos por 24 horas. Com o 

intuito de avaliar o papel da expressão da iNOS na viabilidade as células foram 

incubadas com o bloqueador seletivo 1400W (1 µM) por 30 minutos antes dos 

tratamentos com LPS (100 ng/mL) ou melatonina (100 nM), seguindo por mais 

24 horas de incubação. E para avaliar o papel da melatonina endógena na 

viabilidade as células foram incubadas com o antagonista não-seletivo de 

receptores de melatonina, luzindol (100 nM) durante 24 horas na presença ou 

ausência de LPS (100 ng/mL). 

Para avaliar a atividade do fator de transcrição NF-κB foi feita uma curva 

de concentração (10 nM – 1 µM; 15 min.) e uma curva de tempo (100 nM, 15 – 60 

min.) para a melatonina. Além disso, foi avaliado o efeito da melatonina (100 
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nM) na atividade do NF-κB induzido por LPS (100 ng/mL) incubados por 15 

minutos. 

A expressão da iNOS foi induzida por LPS (100 ng/mL), melatonina (30 

– 300 nM) ou ambos incubados por 30 – 120 minutos. A produção de NO foi 

avaliada após 24 horas de incubação com melatonina (100 nM), LPS (100 

ng/mL) ou ambos. 

A expressão da AA-NAT foi avaliada por imunocitoquímica em culturas 

de células incubadas com LPS (100 ng/mL) por 2, 4 e 6 horas. A dosagem de 

melatonina foi feita no meio de cultura de células incubadas com LPS (30 

ng/mL – 1 µg/mL) por 6 ou 12 horas. 

Os veículos de melatonina continham 0,005 % de etanol e o de luzindol 

0,01 % de etanol.  

 

Viabilidade Celular 

 

Culturas de células de cerebelo foram incubadas por 2 horas com MTT (5 

µg/mL, 37 ºC), um sal tetrazólio de coloração amarela. O MTT solúvel é 

reduzido por enzimas oxirredutases dependentes de NADPH transformando-se 

em um composto formazan insolúvel de coloração violeta. A atividade desta 

enzima indica, de forma indireta, as células que estão viáveis. Os cristais de 

formazan foram diluídos com DMSO (30 min. com agitação orbital) e a 

absorbância da solução violeta foi quantificada em um espectrofotômetro de 

placa (SpectraMax 250, Molecular Devices, Sunnyvale, CA) no comprimento de 
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onda de 540 nm. A viabilidade celular foi expressa em porcentagem da 

absorbância medida em células controles. 

 

Ensaio de Eletromobilidade em Gel (Eletromobility-shift 

assay – EMSA) 

 

Proteínas nucleares foram previamente extraídas das culturas de 

cerebelo como descrito por Ferreira e colaboradores (2005). De forma breve, as 

culturas foram homogeneizadas em tampão de lise (HEPES 10 mM, KCl 10 mM, 

EDTA 0,1 mM, DTT 1 mM, PMSF 0,1 mM), centrifugadas (12000 g, 1 min.) duas 

vezes e ressuspendidas em tampão de extração (HEPES 10 mM, KCl 500 mM, 

EDTA 1mM, DTT 1 mM, PMSF 0,1 mM). Após incubação de 15 minutos em 

gelo e centrifugação (2000 g, 5 min.) o sobrenadante contendo a proteína 

nuclear foi coletado e armazenado a –20 ºC. A proteína nuclear total foi 

quantificada no espectrofotômetro ND-1000 (Nanodrop, Wilmington, DE, EUA) 

no comprimento de onda de 280 nm. Seis microgramas da proteína foram 

incubadas em um volume final de tampão de ligação (Tris-HCl 10 mM pH 7,5; 

MgCl2 1 mM; NaCl 50 mM; DTT 0,5 mM; EDTA 0,5 mM; glicerol 4 %; poli-dIdC 

1 µg) por 20 minutos à temperatura ambiente. 

Na sequência, cerca de 40000 c.p.m. de sonda de oligonucleotídeo dupla 

fita contendo a seqüência consenso de NF-κB 

(5’AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC) marcada com γATP-32P foi adicionada 

por 30 minutos à temperatura ambiente. O complexo DNA-proteína foi 
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analisado em gel não-desnaturante de poliacrilamida 6 % em tampão Tris-

borato/EDTA (TBE 0,25x) a 150 V por 2,5 horas. O gel foi seco a vácuo, em 

seguida, exposto ao filme XAR-5 (Kodak®, Rochester, NY, EUA) por 36 - 48 

horas à -70 ºC, revelado (solução reveladora e fixadora Kodak®) e, por último, 

quantificado densitometricamente no programa ImageJ (Image Processing and 

Analysis in Java). 

Para identificar as subunidades do NF-κB presentes em extratos 

proteicos nucleares incubamos os extratos protéicos nucleares com 2 µg/µL de 

anticorpos policlonal de coelho para p50, p52, RelA, RelB e c-Rel por 30 minutos 

temperatura ambiente. Estes foram incubados juntos aos extratos protéicos (30 

min., temperatura ambiente) antes da adição do oligonucleotídeo. As 

subunidades presentes no extrato se conjugam ao anticorpo formando um 

complexo que fica retido no início do gel (super-shift). O EMSA foi realizado 

conforme descrito previamente. 

 

Expressão da enzima iNOS 

 

A expressão da enzima iNOS foi determinada de acordo com o protocolo 

adaptado de Ferrari e colaboradores (2008). Após os tratamentos descritos na 

sessão de Protocolos Experimentais, as células foram lavadas duas vezes em 

solução fosfato salina (PBS: NaCl 125 mM, Na2HPO4 2 mM, NaH2PO4 2 mM, 

KCl 5 mM) e fixadas em metanol/acetona (1:1, 15 min., -20 ºC). Em seguida, as 

células foram lavadas três vezes com PBS e incubadas durante 30 minutos a 
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temperatura ambiente com 0,2 % de Triton X-100 diluído em PBS. Por fim, as 

células foram incubadas com anticorpo anti-iNOS (1:50) conjugado ao 

fluoróforo TRITC e, após 16 – 20 horas à 4 ºC, as células foram lavadas três 

vezes em PBS e as lâminas foram montadas com PBS:glicerol (1:1).  

A fluorescência foi analisada em microscopia confocal (LSM 500, Carl 

Zeiss, New York, NY, EUA) em objetiva de imersão em óleo com aumento de 40 

vezes, utilizando o laser HeNe (543 nm) para excitação. Para quantificar a 

fluorescência, foi utilizado o software LSM510 (Carl Zeiss, LSM510) e apenas as 

células granulares, que foram identificadas e diferenciadas dos outros tipos 

celulares presentes na cultura por sua morfologia, foram computadas. Cinco 

imagens contendo entre 15 – 25 células foram escolhidas aleatoriamente e 

fotografadas (1024 x 1024 pixels). Todos os parâmetros, incluindo abertura do 

pinhole, velocidade de escaneamento e potência do laser permaneceram os 

mesmos durante todo o experimento. A expressão da iNOS foi apresentada 

como porcentagem da média do grupo controle de cada experimento. 

 

Produção de óxido nítrico 

 

O nível de NO foi determinado conforme protocolo descrito previamente 

por Tamura e colaboradores, 2006. Após os devidos tratamentos (ver sessão 

Protocolos Experimentais), as células foram incubadas por 50 minutos em 

solução fisiológica contendo: NaCl 120 mM, KCl 25 mM, NaH2PO4 1,2 mM, 

MgCl2 1,3 mM, CaCl2 2 mM, NaHCO3 25 mM, glicose 11 mM e L-arginina 10 
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mM (pH = 7,4), à temperatura ambiente na presença do indicador fluorescente 

DAF-FM DA (5 µM). O composto fluorescente foi excitado com laser argônio 

(488 nm) e a fluorescência emitida foi medida a 515 – 530 nm no microscópio 

confocal utilizando a objetiva de imersão em óleo com aumento de 40 vezes. A 

quantificação da fluorescência foi realizada seguindo o mesmo protocolo 

descrito para a expressão da iNOS, considerando apenas as células granulares. 

O nível de NO foi expresso como porcentagem em relação ao grupo controle de 

cada experimento. 

 

Expressão da enzima AA-NAT 

 

A expressão da enzima chave na síntese de melatonina, AA-NAT 

(anticorpo de coelho anti-AA-NAT c-terminal, Sigma 0689) foi avaliada em 

células granulares de cerebelo. As células granulares foram identificadas e 

diferenciadas dos outros tipos celulares por sua morfologia. Após os devidos 

tratamentos as células foram fixadas com paraformaldeído (4 %, -20 ºC), 

lavadas com PBS, incubadas com solução de bloqueio (PBS, soro albumina 

bovina, BSA 1 % e glicina 0,3 M, 60 min.). Em seguida, as culturas foram 

incubadas com anticorpo anti-AA-NAT (1:100) por cerca de 18 horas. Por fim, 

as células foram lavadas com PBS e incubadas por 1 hora à temperatura 

ambiente com anticorpo secundário anti-coelho conjugado ao fluorescente FITC 

(1:200), antes que as lâminas fossem finalmente montadas com PBS e glicerol 

(1:1).  
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A fluorescência foi analisada em microscopia confocal (LSM 500, Carl 

Zeiss, New York, NY, EUA) equipado com objetiva de imersão em óleo com 

aumento de 40 vezes e o laser argônio (488 nm) para excitação. Para quantificar 

a fluorescência, foi utilizado o software LSM510 (Carl Zeiss, LSM510). Cinco 

imagens contendo entre 25 – 40 células granulares foram escolhidas 

aleatoriamente e fotografadas (1024 x 1024 pixels). Todos os parâmetro, 

incluindo abertura do pinhole, velocidade de escaneamento e potência do laser 

permaneceram o mesmo durante todo o experimento. A expressão da AA-NAT 

foi apresentada como porcentagem da média do grupo controle de cada 

experimento. 

 

Dosagem de melatonina 

 

A dosagem da melatonina foi feita através de kit comercial de ELISA 

(IBL, Hamburg, Alemanha).  

 

Análise Estatística 

 

Os resultados foram expressos como média ± e.p.m. As diferenças entre 

os grupos experimentais foram testadas por análise de variância seguida do 

teste de Newman-Keuls quando todos os grupos foram comparados entre si e 

do teste de Dunnet quando os grupos foram comparados apenas com o grupo 
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controle. O programa utilizado foi o GraphPad Prism® versão 5. (Motulski, 

2007).  

 



 

 

 

 

 

 

RESULTADOS 

 

 

 

 

 

 

 

“Desinventar objetos. O pente, por exemplo. Dar ao pente funções de não 

pentear. Até que ele fique à disposição de ser uma begônia.“ 

Manoel de Barros 
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Melatonina desempenha efeito dual sobre a viabilidade 

celular 

 

A viabilidade celular, avaliada através do ensaio do MTT, diminuiu em 

cerca de 20 – 40 % quando as células foram incubadas com LPS (30 – 300 

ng/mL, 24 h) como representado na figura 1A. Como esperado a melatonina 

em concentrações acima de 10 nM (10 nM – 1 µM, 24 h) protegeram as células 

do efeito do LPS (100 ng/mL, 24 h), aumentando a sobrevivência das células 

(fig. 1B). Por outro lado, culturas de células de cerebelo incubadas apenas com 

melatonina (100 nM – 1 µM, 24 h) também sofreram uma redução da 

viabilidade em cerca de 20 %, sugerindo que na ausência de um estímulo 

injuriante, a melatonina per se apresenta um efeito citotóxico.  

 

Figura 1 – Efeito dual da melatonina sobre a viabilidade de cultura de células de 

cerebelo. (A) Lipopolissacarídeo (30 – 300 ng/mL, 24 h) induziu morte celular e (B) a 

melatonina (0,1 nM – 1 µM, 24 h) reverteu o efeito do LPS. Na ausência do LPS, altas 

concentrações de melatonina (100 nM – 1 µM) também induzem morte celular. A 

viabilidade foi representada como porcentagem do controle. * p < 0,05 e ** p < 0,01 

comparados ao grupo controle (n = 8 -10 por ponto). 
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Melatonina modula a via do fator de transcrição NF-κB 

 

Tendo em vista que a via do fator de transcrição NF-κB é um alvo 

comum tanto para a melatonina quanto para o LPS e que as células de cerebelo 

em cultura requerem uma atividade basal de NF-kB para a sobrevivência 

(Kaltschmidt et al., 2005), foi avaliado se este fator de transcrição, central nas 

respostas de defesa, poderia estar envolvido no efeito dual da melatonina sobre 

a sobrevivência celular.  

O ensaio de gel-shift revela dois complexos que se ligam a sonda de NF-

κB (C1 e C2) (fig. 2). A incubação dos extratos nucleares com anticorpos para as 

subunidades do NF-κB de células previamente tratadas com LPS (100 ng/mL; 2 

– 10 h) mostram que a expressão das subunidades variou ao longo do tempo. 

Com exceção da subunidade p52, todas as demais subunidades estão presentes 

na cultura não estimulada (0 h), como pode ser visto pelo deslocamento para a 

esquerda das curvas de análise densitométrica das subunidades p50, RelA, RelB 

e c-Rel. A incubação com LPS promove uma alteração dos dímeros presentes no 

núcleo. Após duas horas os anticorpos para p50, RelA e c-Rel induzem o super-

shift da marcação, deslocando para a esquerda as curvas de análise 

densitométrica, indicando a presença dessas subunidades no núcleo. Após 

quatro horas a RelB também está presente. E nos tempos de 6, 8 (dados não 

apresentados) e 10 horas a presença da subunidade p50 se torna dominante, 

pois desloca por completo os complexos. Enquanto isso, as subunidades RelA, 

RelB e c-Rel podem estar presente em uma quantidade menor que a p50. O 
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anticorpo anti-p50 desloca ambos os complexos (C1 e C2), já os anticorpos anti-

RelA e anti-c-Rel deslocam apenas parcialmente o complexo 1 (C1), indicando 

que a subunidade p50 está presente em ambos os complexos e as demais 

subunidades apenas no complexo C1. 

 

 

Figura 2 – Ensaio de super-shift para extratos nucleares de células de cerebelo em 

cultura. Culturas de células granulares de cerebelo foram estimuladas com LPS (100 

ng/mL, 0, 2, 4 e 12 h). Acima, autorradiogramas resultantes do EMSA revelando a 

presença de dois complexos DNA-NF-κB (C1 e C2). Os anticorpos anti-p50, anti-RelA, 

anti-RelB e anti-c-Rel deslocaram os complexos, enquanto que o anticorpo anti-p52 não 

deslocou. Abaixo, as respectivas curvas da análise densitométrica obtidas através do 

programa ImageJ para cada coluna e para cada tempo. 

 

Verificamos o efeito da incubação das culturas com 100 nM de 

melatonina e esta induziu uma redução transiente dos níveis nucleares dos 
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dímeros que compõem os complexos C1 e C2 durante os primeiros 15 minutos 

(fig 3A). Após 30 minutos de incubação, o conteúdo nuclear de ambos os 

complexos foi restaurado para os valores iniciais; após 60 minutos de incubação 

o conteúdo nuclear do C2, mas não do C1, aumentou significativamente. Pelo 

fato da melatonina inibir a atividade do NF-κB já nos primeiros 15 minutos de 

incubação, foi utilizado este intervalo de tempo para construir uma curva dose-

resposta para a melatonina (fig. 3B). A máxima redução no conteúdo nuclear de 

NF-κB induzida pela melatonina (40 %) foi semelhante para ambos os 

complexos, entretanto, os níveis do primeiro complexo reduziram com 

concentrações menores de melatonina, indicando uma sensibilidade específica 

para os dímeros que compõem cada complexo. Desta forma, em cultura de 

células granulares de cerebelo a melatonina produziu uma redução transiente 

no conteúdo nuclear do NF- κB, seguido de um aumento nos níveis do 

complexo que contém a principal subunidade indutora da expressão gênica 

(RelA). 

A adição de LPS (100 ng/mL) aumentou significativamente o conteúdo 

nuclear do C1, enquanto que induziu uma redução do C2 (fig. 3C). A 

melatonina (10 nM – 1 µM) bloqueou a translocação nuclear dos dímero do C1, 

mas não interferiu no conteúdo do C2, apesar de haver uma tendência de 

aumento dos níveis desse complexo no núcleo para valores próximo ao basal 

quando se incubou com a maior concentração de melatonina utilizada (1 µM). 

Portanto, na presença de LPS a melatonina reduz a translocação nuclear do NF-

κB. O efeito antagônico da melatonina observado na ausência ou na presença de 
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LPS está de acordo com a sobrevivência celular apresentada na figura 1, ou seja, 

na ausência do LPS a melatonina induz morte celular e um aumento da 

translocação nuclear do NF-κB. Já na presença do LPS, a melatonina protege as 

células, reduzindo a atividade do NF-κB.  

 

 

Figura 3 – Ativação do fator de transcrição NF-κB em cultura de células granulares de 

cerebelo. (A) Curva temporal de incubação com melatonina (100 nM) mostrando uma 

redução transiente no conteúdo nuclear dos complexos C1 e C2, seguido por um 

aumento significativo no conteúdo nuclear do complexo C1, que contém a subunidade 

RelA. (B) Curva dose-resposta para melatonina (10 nM – 1 µM; 15 min). (C) Indução da 

translocação nuclear do NF-κB por LPS (100 ng/mL; 15 min.) na ausência ou presença 

de melatonina (10 nM – 1 µM; 15 min.). Os valores foram expressos como porcentagem 

do veículo (100 %). * < 0,05 comparado ao veículo e # p < 0,05 comparado ao LPS (n = 5 

– 8 por ponto). Símbolos: quadrados = C1 e triângulo = C2. 

 

Expressão de iNOS 

 

Como medida da atividade do NF-κB foi avaliada a expressão da enzima 

iNOS através de imunocitoquímica. Neste caso, a quantificação da 

imunofluorescência foi feita somente nas células granulares, que foram 
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identificadas pela morfologia, indicadas pelas setas pretas na figura 4. Os outros 

tipos celulares, com morfologias diferenciadas como indicadas pelas cabeças de 

seta, não foram computadas. A expressão constitutiva da iNOS foi identificada 

no grupo controle (fig. 4A) e um aumento dessa expressão pode ser observado 

quando as células foram incubadas com LPS (100 ng/mL, 1 h) ou com 

melatonina (100 nM, 1 h) (figs. 4B, C, respectivamente). Na presença de ambos, 

LPS e melatonina (fig. 4D), é possível notar uma diminuição da fluorescência 

para níveis semelhantes ao do grupo veículo. A quantificação desse resultado 

está colocada na figura 5A, onde se observa que outras concentrações de 

melatonina (30 - 300 nM, 1h) também inibem a expressão da iNOS induzida por 

LPS. 

O decurso temporal da expressão da enzima (fig. 5B) revela que a 

incubação com melatonina promove uma redução transiente do conteúdo de 

iNOS (30 min.) que é revertido para valores acima do basal após 120 minutos. 

Como esperado, o LPS aumenta a expressão de iNOS já nos primeiros 30 

minutos, sendo que este efeito é bloqueado pela melatonina. Portanto, o efeito 

da melatonina na expressão da iNOS segue mesmo perfil descrito para a 

atividade do NF-κB. 
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Figura 4 – Imagem de confocal representativa da imunocitoquímica para a expressão 

de iNOS. (A) Veículo. (B) Incubação com 100 nM de melatonina. (C) incubação com 

100 ng/mL de LPS. (D) incubação com melatonina + LPS. O tempo de incubação foi de 

60 minutos. Setas pretas indicam células granulares e cabeças de setas brancas indicam 

células da glia.  
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Figura 5 – Quantificação da expressão de iNOS. (A) LPS (100 ng/mL, 60 min.) induziu 

a expressão de iNOS na ausência ou presença de melatonina (30 – 300 nM, 60 min.) (B) 

Curvas temporais de incubação com melatonina (100 nM), LPS (100 ng/mL) ou 

melatonina + LPS. * p < 0,05 e ** p < 0,01 comparados ao veículo e # p < 0,05 

comparado ao LPS (n = 4 – 6 experimentos por ponto).  

 

Aumento de óxido nítrico induz morte celular 

 

Como resultado do aumento da expressão da iNOS, a incubação com 

LPS induziu um aumento do conteúdo intracelular de NO. Tal como descrito 

para a expressão da iNOS, a melatonina apresentou um efeito dual sobre a 

produção de NO. Quando incubada concomitantemente ao LPS reduz a 

produção de NO, mas quando incubada isoladamente em culturas sem LPS 

induz um aumento da produção deste gás (fig. 6A). Para testar se a morte 

celular provocada pela incubação com melatonina estava relacionada ao 

aumento da expressão da iNOS, a atividade desta enzima foi bloqueada pelo 

inibidor 1400W. A redução da viabilidade induzida pelo LPS (100 ng/mL, 24 h) 

ou pela melatonina (100 nM, 24 h) é revertida pela presença do inibidor. Além 
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disso, o bloqueio da atividade da iNOS aumenta a sobrevivência dos grupos 

veículos, corroborando a constatação anterior de que há uma atividade basal de 

iNOS (fig. 6B, C). 

 

 

Figura 6 – A produção de óxido nítrico é responsável pela indução de morte celular 

na presença de melatonina e LPS. (A) Quantificação da produção de NO em culturas 

de células granulares de cerebelo incubadas com LPS (100 ng/mL, 24 h), melatonina 

(100 nM, 24 h) ou melatonina+ LPS. (B,C) Efeito do inibidor específico da atividade da 

iNOS (1400W, 1 µM) na sobrevivência de células granulares de cerebelo em culturas 

incubadas com LPS (100 ng/mL, 24 h) ou melatonina (100 nM, 24 h), respectivamente. * 

p < 0,05 %, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 comparados ao controle e # p< 0,05 comparado ao 

LPS (n = 3 por ponto). 

 

Células granulares do cerebelo em cultura expressam AA-

NAT e produzem melatonina 

 

Além da função da melatonina exógena sobre a viabilidade das células 

granulares de cerebelo, investigamos se essas células são capazes de produzir 

melatonina, tendo em vista que a produção dessa indolamina foi detectada no 
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cerebelo de ratos que receberam injeção intracerebroventricular (i.c.v.) de LPS 

(Pinato et al., 2013). A expressão da enzima chave na síntese de melatonina, AA-

NAT foi detectada por imunocitoquímica. Células granulares de cerebelo 

expressam AA-NAT em condição basal (fig. 7A, B) e o estímulo com LPS (100 

ng/mL; 2 – 6 h) aumenta em cerca de 100 % a expressão da enzima (fig. 7A, C). 

A quantificação da fluorescência foi feita somente em células granulares (setas 

pretas) que foram diferenciadas por sua morfologia e tamanho. Células com 

morfologias diferenciadas (cabeças de setas) não foram contabilizadas (fig. 7B, 

C).  

 

Figura 7 – Expressão de AA-NAT em células granulares de cerebelo. (A) LPS (100 

ng/mL, 2 – 6 h) induz aumento da expressão de AA-NAT em células granulares de 

cerebelo. (B, C) Imagens representativas evidenciando (B) a expressão basal de AA-

NAT e (C) o aumento da expressão da enzima em células tratadas com LPS (100 

ng/mL, 2 h). As setas pretas indicam as células granulares que foram computadas na 

quantificação da imunofluorescência. As cabeças de setas brancas apontam para células 

com morfologias diferenciadas (células da glia) e que não foram computadas neste 

estudo. * p < 0,05 comparado ao controle, (n = 3 por ponto). 
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Células cerebelares em cultura sintetizam melatonina que é detectada no 

meio de cultura em condição basal (veículo) (fig. 8). Quanto maior o tempo de 

cultivo, maior é a concentração encontrada, ou seja, após 6 horas de incubação 

com veículo foi dosada uma média de 7,30 ± 3,80 pg/mL e após 12 horas 18,22 ± 

1,88 pg/mL. Apesar do aumento da expressão da AA-NAT após incubação com 

LPS se dar nas primeiras horas de incubação, o LPS (30 ng/mL – 1 µg/mL) 

estimula um aumento da síntese de melatonina que é estatisticamente 

significativo após 12 horas, mas não em tempos anteriores, como pode ser 

observado após 6 horas de incubação (fig. 8).  

 

Figura 8 – Dosagem de melatonina em meio de cultura de células de cerebelo. 

Células de cerebelo em cultura em condição basal (veículo) produzem melatonina. O 

tratamento com LPS (100 ng/mL) por 12 horas aumenta significativamente a produção 

de melatonina. * p < 0,05 e ** p < 0,01 comparados ao veículo; n = 6 para grupo de 12 

horas e n = 3 grupo de 6 horas.  
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Melatonina endógena protege as células do cerebelo da 

morte celular induzida por LPS 

 

O LPS (30 ng/mL) reduz em cerca de 20 % a viabilidade da cultura de 

células granulares de cerebelo. O bloqueio de receptores de melatonina por 

luzindol (100 nM) potencia a morte celular induzida por LPS em cerca de 45 % 

em relação ao veículo (Fig. 9), indicando, portanto, que a melatonina produzida 

localmente faz parte da manutenção da viabilidade celular frente a estímulo 

tóxico. 

 

 

Figura 9 – A melatonina produzida pela cultura de células granulares de cerebelo 

incubadas com LPS tem papel protetor. Viabilidade celular de cultura de células 

granulares de cerebelo tratadas com LPS (30 ng/mL, 24 h) na ausência ou presença de 

luzindol (100 nM, 24 h). * p < 0,01 e ** p < 0,001 comparados ao veículo (n = 3). 

 



 

 

 

 

 

 

DISCUSSÃO 

 

 

 

 

 

 

 

“A ciência nunca resolve um problema sem criar pelo menos outros dez” 

 George Bernard Shaw 
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Muitos trabalhos da literatura apoiam o papel da melatonina como 

agente de proteção em diferentes tipos celulares e tecidos, agindo por 

mecanismos dependentes ou independentes de receptores de membrana 

(Luchetti et al., 2010). No presente estudo demonstramos que a melatonina pode 

exercer um efeito dual sobre a viabilidade de células granulares de cerebelo em 

cultura dependendo do contexto em que essas células se encontram. Na 

presença de LPS a melatonina protege as células inibindo a ativação da via do 

NF-κB. No entanto, a incubação apenas com melatonina gera um efeito 

citotóxico que resulta em morte celular. Este resultado pode ser comparado ao 

efeito da melatonina sobre células cancerosas em que se observa um aumento 

de ROS e moléculas pró-apoptóticas (Sainz et al., 2003).  

Este efeito ambíguo da melatonina pode envolver a via do fator de 

transcrição NF-κB. A dualidade do papel do NF-κB no sistema nervoso foi 

discutida em uma revisão feita por Kaltschmidt e colaboradores (2005), na qual 

se propõe que o gráfico da relação entre a sobrevivência celular (utilizando 

modelo de cultura de células granulares) e a atividade do NF-κB segue uma 

curva em sino. Isso quer dizer que tanto uma baixa, quanto uma alta ativação 

do NF-κB pode induzir morte, sendo que existe uma faixa de ativação ótima 

para a sobrevivência celular. Neste trabalho demonstramos que a melatonina 

interfere no balanço basal do NF-κB nas células granulares do cerebelo em 

cultura, resultando em morte celular. Por outro lado, a melatonina compensa o 

aumento da atividade deste fator de transcrição induzido por LPS, 

proporcionando uma condição favorável à viabilidade celular. 
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Efeitos citoprotetores da melatonina – integração do cerebelo 

ao eixo Imune-Pineal 

 

O papel citoprotetor da melatonina se dá por diferentes mecanismos 

associados à redução de agentes que favorecem a inflamação, o estresse 

oxidativo ou a morte celular (Luchetti et al., 2010). Em cultura de células 

granulares de cerebelo, confirmamos que LPS induz a expressão de iNOS e a 

produção de NO (Sato et al., 1995; 1996) e corroboramos diversos resultados que 

demonstram os efeitos benéficos da melatonina sobre a inibição da atividade do 

NF-κB em modelos in vivo (Bruck et al., 2004; Alonso et al., 2006; Tripathi e Jena, 

2010; Bekyarova et al., 2012) e in vitro (Gilad et al., 1998; Tamura et al., 2009; Min 

et al., 2012).  

Um dos efeitos da redução da atividade do NF-κB é a diminuição da 

expressão da enzima iNOS e de seu produto, NO. O NO é um importante 

neuromodulador que tem uma baixa reatividade, contudo, forma RNS (NO2, 

N2O3 e ONOO-) capazes de modificar biomoléculas que participam de 

processos fisiológicos (Calabrese et al., 2009). O excesso da produção de RNS em 

resposta à uma inflamação pode estar associado à neurodegeneração (Bishop e 

Anderson, 2005). A melatonina tem efeitos benéficos sobre o estresse oxidativo 

envolvendo a produção de NO por reduzir a atividade da isoforma iNOS, cuja 

expressão é dependente da atividade de NF-κB, conforme demonstrado em 

cérebro isquêmico (Kaur et al., 2006; Koh, 2008) e em doenças 

neurodegenerativas (Ortiz et al., 2008; Negi et al., 2011). 
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Embora muitos dos efeitos protetores da melatonina e de seus 

metabólitos estejam associados com a ação antioxidante (Galano et al., 2011; 

2013), o envolvimento dos receptores MT1 e MT2 também está descrito em 

modelos de sepse, apoptose e neurodegeneração (Husson et al., 2002; Radogna 

et al., 2007; Imbesi et al., 2008; Fink et al., 2014; Wang et al., 2013). Na cultura de 

células granulares de cerebelo de camundongo Imbesi e colaboradores (2008) 

mostraram que o efeito da melatonina de inibir o aumento de c-fos induzida 

por forscolina depende da presença dos dois receptores de melatonina. Células 

originárias de camundongos com deleção de um dos receptores perdem o efeito 

positivo da melatonina. Nossos resultados mostram que o bloqueio de 

receptores de melatonina pelo antagonista luzindol gera um aumento na morte 

celular induzida por LPS. Este resultado indica que essa cultura produz 

melatonina que age, de forma parácrina, através de receptores de membrana 

das células. Este resultado foi confirmado in vivo pelo bloqueio de receptores de 

melatonina com injeção i.c.v. de luzindol, o que leva a um aumento no efeito 

neurotóxico do LPS no cerebelo (Pinato et al., 2013). 

A hipótese do eixo Imune-Pineal preconiza que na fase inicial de uma 

inflamação a glândula pineal deixa de produzir melatonina, abolindo, portanto, 

o ritmo plasmático do hormônio. Este evento é importante para que a resposta 

inflamatória dos leucócitos seja iniciada. Já na fase de resolução, células 

imunocompetentes passam a produzir melatonina em altas concentrações no 

local da lesão. Neste cenário a melatonina age como anti-inflamatória e 

antioxidante (Markus e Ferreira, 2011). No presente trabalho demonstramos 
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que células granulares de cerebelo em cultura expressam a enzima-chave na 

síntese de melatonina (AA-NAT) que pode ser correlacionada com a produção 

basal de melatonina. Apesar do LPS induzir um aumento da expressão da 

enzima após duas horas de incubação, o aumento na produção de melatonina 

só foi detectado após doze horas de incubação. 

A síntese de melatonina pode ser modulada pela atividade do NF-κB 

(Cecon et al., 2010; Muxel et al., 2012; Pires-Lapa et al., 2013) sendo que em 

linhagens de macrófagos RAW 264.7 a expressão da AA-NAT é induzida por 

dímeros de NF-κB que contém as subunidades RelA e c-Rel (Muxel et al., 2012). 

Em experimento in vivo, a injecção intraperitoneal de pirrolidina ditiocarbamato 

(PDTC - inibidor da atividade do NF-κB), duas horas antes da injeção i.c.v de 

LPS, inibe a indução da síntese de melatonina no cerebelo (Pinato et al., 2013). 

Com base nesses dados, levantamos a hipótese de que em cultura de células 

granulares de cerebelo a produção de melatonina dependeria da atividade do 

NF-κB, mais especificamente, da ativação de dímeros contendo RelA e c-Rel, 

lembrando que estas subunidades contém TAD na região c-terminal necessária 

para indução da transcrição gênica (Xiao, 2004).  

A análise da atividade do NF-κB nos mostra que os dois complexos (C1 e 

C2) presentes nos autorradiogramas são compostos por dímeros formados por 

p50, RelA, RelB e c-Rel sendo que a subunidade p50 está presente em ambos os 

complexos e as subunidades RelA e c-Rel no complexo 1 (C1). A incubação com 

LPS (2 – 10 h) induz uma ativação de diferentes subunidades em cada tempo 

analisado. Nas primeiras duas horas estão presentes as subunidades p50, RelA 
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e c-Rel. Rao e colaboradores (2010) descreveram a presença de dímeros 

formados por essas mesmas subunidades após estímulo com LPS em células 

embrionárias de camundongo. Após quatro horas de incubação com LPS, a 

subunidade RelB também está presente no núcleo das células granulares de 

cerebelo. Os dímeros formado por RelA, RelB e c-Rel são capazes de ativar a 

transcrição gênica por conterem o domínio TAD (Xiao, 2004). Tempos maiores 

(6 – 10 h) revelam que a atividade da subunidade inibitória da transcrição 

gênica, p50, é prevalecente. A atividade do NF-κB ocorre de forma oscilatória, 

ou seja, um mesmo estímulo é capaz de gerar ondas de atividade de diferentes 

dímeros de NF-κB que resultam na expressão ou inibição de diferentes genes 

em cada momento. (Nelson et al., 2004; Turner et al., 2010). Isso é possível 

porque o NF-κB é capaz de regular a expressão da proteína inibitória IκBα 

(Hayden e Ghosh, 2004). A presença das subunidades RelA e c-Rel coincide 

com o tempo de expressão da AA-NAT (2 h), sugerindo que estas subunidades 

podem ser responsáveis pela expressão da enzima. Os resultados do bloqueio 

da atividade do NF-κB com PDTC não são conclusivos e, por isso, não foram 

apresentados neste trabalho 

A expressão da enzima AA-NAT no sistema nervoso central é conhecida 

em células da glia (Stefulj et al., 2001; Liu et al., 2007; Park et al., 2010; Pinato et 

al., 2013), indicando que essas células contribuem com os níveis de melatonina 

encontrada no líquido cefalorraquidiano (Tan et al., 2010). No entanto, nossos 

resultados sugerem que os neurônios também sintetizam melatonina, já que 

expressam AA-NAT. Outra possibilidade é que os neurônios produzam NAS 
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que, além de ser precursora da melatonina e produto direto da atividade da 

AA-NAT (Simonneuax e Ribelayga, 2003), tem uma distribuição própria e 

diferente da melatonina no sistema nervoso central, sugerindo que essa 

molécula tenha um papel distinto (Paul et al., 1974; Psarakis et al., 1982;  Gaudet 

et al., 1991; Chae et al., 1999; Tosini et al., 2012b). A NAS pode ter um papel 

protetor contra o estresse oxidativo devido às suas propriedades antioxidantes 

(Oxenkrug, 2005), agindo diretamente sobre os radicais livres ou através de 

receptores (MT1 e MT2), porém com menor afinidade que a melatonina ou, 

ainda, através do receptor do fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), 

TrkB (Jang et al., 2010). Sendo assim, podemos inferir que em células granulares 

de cerebelo o aumento da expressão da AA-NAT induzido por LPS estaria 

relacionado à produção de NAS que poderia ou não ser convertida em 

melatonina. Isso pode explicar o atraso na síntese de melatonina em relação à 

expressão da AA-NAT induzidas pelo LPS. 

 

Efeitos citotóxicos da melatonina 

 

A morte de células granulares de cerebelo em cultura induzida pela 

melatonina pode ser um efeito sobre a atividade do NF-κB. Os resultados do 

presente trabalho indicam que a melatonina reduz de forma transiente a 

translocação nuclear do NF-κB e, após 60 minutos de incubação, a melatonina 

passa a aumentar a translocação nuclear desse fator de transcrição. Este efeito 

pode ser correlacionado à expressão da iNOS. A incubação com melatonina 
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levou a uma queda transiente nos níveis de iNOS, seguido de um aumento na 

expressão dessa enzima. Após 24 horas de incubação com melatonina as células 

sofreram uma diminuição da viabilidade, o que poderia ser correlacionada ao 

aumento dos níveis de NO acima do valor do controle. Essa hipótese foi 

comprovada ao se bloquear a atividade da iNOS com o inibidor seletivo 1400W. 

A morte celular induzida por melatonina foi inibida na presença deste 

composto, sugerindo a participação do NO na redução da viabilidade celular. 

Tanto a melatonina quanto o LPS induziram morte celular apenas 24 horas após 

início da incubação. Tempos menores não foram suficientes para reduzir a 

viabilidade, indicando que o tipo de morte celular nestes dois casos foi a 

apoptose (Grivicichi et al., 2007). 

A melatonina como molécula pró-apoptótica tem sido caracterizada 

basicamente em células cancerosas (Sainz et al., 2003). A morte celular por 

apoptose é um fenômeno fisiológico associado à homeostase e uma falha no 

programa de apoptose pode ocasionar doenças auto-imunes e câncer (Grivicich 

et al., 2007). A melatonina tem a capacidade de induzir apoptose em células 

cancerosas por ativar a produção de ROS e vias pró-apoptóticas através da 

modulação da atividade do NF-κB, reduzindo o crescimento tumoral (Sainz et 

al., 2003; Cristofanon et al., 2009; Radogna et al., 2009; Bejarano et al., 2011; 

Lanoix et al., 2012). Em um modelo celular de câncer de próstata humano 

(LNCaP), por exemplo, a melatonina potencia a morte celular induzida por TNF 

ou radiação gama ao inibir a atividade do NF-κB, elevando a capacidade 

antioxidante das células (Sainz et al., 2008). Resultado semelhante foi 
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demonstrado em células pró-mielocíticas leucêmicas de humano (HL-60) em 

que a melatonina potencia os efeitos do peróxido de hidrogênio, levando as 

células à apoptose (Bejarano et al., 2011). Em outro caso, linhagens de células 

tumorais promonocíticas humana o efeito pró-oxidante da melatonina se dá 

através do aumento da translocação nuclear do dímero de NF-κB p50/RelA 

(Cristofanon et al., 2009).  

O aumento da atividade do NF-κB induzido por melatonina pode ser 

explicado por duas alternativas. A primeira se refere à interação da melatonina 

com o receptor órfão RORα, como proposto por Tomás-Zapico e Coto-Montes 

(2005). Este receptor órfão induz a expressão da proteína inibitória IκB, 

regulando negativamente a atividade do NF-κB. Ao inibir direta ou 

indiretamente (via calmodulina) a atividade do RORα a melatonina promove 

um aumento da atividade do NF-κB.  

A segunda maneira pela qual a melatonina poderia elevar os níveis deste 

fator de transcrição seria através de uma alça de retroalimentação entre a 

produção de NO e a atividade do NF-κB. A ativação da nNOS ou o pré-

tratamento com doares de NO são capazes de inibir a translocação nuclear do 

NF-κB induzido por LPS ou TNF (Park et al., 1994; Peng et al., 1995; Colasanti et 

al., 1995; Togashi et al., 1997). Os mecanismos subjacentes envolvem nitrosilação 

ou nitração de moléculas-chave da via do NF-κB como, por exemplo, a s-

nitrosilação da proteína IKK que leva à inibição da atividade do NF-κB 

(Reynaert et al., 2004). Além disso, a nitração da tirosina da RelA mantém esta 

subunidade no citoplasma (Park et al., 2005) e a s-nitrosilação da p50 impede a 
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ligação do homo ou do heterodímero ao DNA (Mathews et al., 1996, delaTorre 

et al., 1999). O NO também induz a expressão e estabiliza a proteína inibitória 

IκBα (Peng et al., 1995). A redução do nível basal de NO abaixo de um valor 

crítico favorece a ativação do NF-κB, levando a um aumento subsequente da 

expressão da iNOS e da produção de NO. Sendo assim, nossos resultados 

sugerem que a melatonina ao reduzir os níveis de NF-κB abaixo dos valores 

basais, diminui a expressão de iNOS e de NO suficiente para induzir uma 

ativação subsequente do NF-κB. Assim, devido à expressão da iNOS ser 

controlada pelo NF-κB, a adição de melatonina resulta, em última análise, em 

um aumento da expressão de iNOS e da produção de NO que levam à morte 

celular. Esta hipótese é reforçada pelo resultado da expressão da iNOS na 

presença de melatonina em que se observa, em um primeiro momento, uma 

diminuição em relação ao controle, seguida de um aumento na expressão da 

enzima. 

A melatonina liberada na corrente sanguínea pela glândula pineal faz 

parte da temporização endógena que sincroniza o organismo ao ciclo 

claro/escuro ambiental. Em diversas doenças como demências, transtornos do 

humor, dores crônicas, distúrbios do sono, câncer e diabetes os níveis de 

melatonina plasmática estão reduzidos e, nestes casos, essa indolamina tem 

sido considerada uma ferramenta terapêutica interessante (Hardeland, 2012). 

Além disso, o uso dessas propriedades cronobióticas tem sido descrita com 

sucesso em casos de distúrbios do sono associados ao jetlag, trabalho em turnos, 

síndrome do atraso na fase de sono e transtornos do sono em idosos (Arendt e 



 

66 
 

Skene, 2005). Nos Estados Unidos a melatonina é classificada como suplemento 

alimentar e, portanto, é vendida sem necessidade de prescrição médica. No 

Brasil a venda de melatonina para fins terapêuticos não é permitida pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) por não possui registro e 

eficácia terapêutica avaliada pela agência. 

Pouco se sabe sobre os efeitos adversos do uso da melatonina quanto à 

concentração, tempo de tratamento ou o uso em indivíduos sadios. Em um 

estudo toxicológico com indivíduos saudáveis (10 mg diário por 28 dias), por 

exemplo, não houve alteração nos níveis eletrolíticos, nas funções renal, 

hepática, da tireóide, da glândula adrenal ou mesmo na produção endógena de 

melatonina. Apesar disso, houve uma alteração no estágio 1 do sono nos 

indivíduos que tomaram melatonina e um número maior desses indivíduos em 

relação aos que tomaram placebo relataram maior sonolência e dor de cabeça 

(Seabra et al., 2000).  

Um efeito negativo da aplicação farmacológica da melatonina foi 

observado na aquisição de memória em Danio rerio, conhecido como peixe 

paulistinha, um animal de hábito diurno (Rawashdeh et al., 2007; Rawashdeh e 

Maronde, 2012). Neste modelo, a consolidação da memória é facilitada na fase 

de claro e a melatonina aplicada farmacologicamente nesta fase tem um efeito 

inibitório no aprendizado de novas tarefas. A melatonina, no entanto, não tem 

efeito na memória já consolidada. Em ratos, a melatonina administrada durante 

a fase de claro prejudica a formação de memória vísuo-espacial (Soto-Moyano et 

al., 2006) e em fatias de hipocampo de camundongo a melatonina prejudica a 
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potenciação de longo prazo, provável mecanismo pelo qual a memória é 

codificada e armazenada no SNC. Este efeito parece depender de receptores 

MT2 (Wang et al., 2005) e da participação de NO, uma vez que a administração 

de um doador de NO bloqueia o efeito inibitório da melatonina na potenciação 

de longo prazo (Takahashi e Okada, 2011). Em humanos, não há estudos que 

demonstrem os efeitos da melatonina na memória de sujeitos saudáveis.  

Um outro exemplo do efeito negativo da melatonina aplicada 

farmacologicamente se dá na retina. A retina sintetiza melatonina na fase de 

escuro e é necessário que os níveis de melatonina estejam baixo durante o dia, já 

que a melatonina potencia o dano oxidativo e a morte de fotorreceptores 

induzidos pela luz (Wiechmann e O’Steen, 1992). Apesar do uso da melatonina 

ser um recurso para o tratamento de glaucoma, por exemplo, a administração 

dessa indolamina na fase de claro pode induzir morte células de fotorreceptores 

(Tosini et al., 2012a). Os mecanismos pelos quais a melatonina aumenta a 

susceptibilidade da retina à luz ainda são desconhecidos (Sakamoto et al., 2004). 

 

Considerações finais 

 

A escolha da cultura de células granulares de cerebelo foi fundamental 

para a realização deste trabalho pois estas células apresentam uma atividade 

basal de NF-κB que é essencial para a sobrevivência em cultura. A melatonina 

foi capaz de alterar o conteúdo nuclear basal de NF-κB, o que provocou um 

aumento da expressão de iNOS e morte das células. Por outro lado, a 
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administração de melatonina em culturas desafiadas por LPS promoveu um 

aumento da sobrevivência celular com redução dos níveis nucleares de NF-κB e 

expressão de iNOS.  

A cultura de células granulares de cerebelo produz melatonina em 

condição basal, com aumento dessa produção quando as células são 

estimuladas por LPS e o fato dos neurônios (células granulares) expressarem 

AA-NAT é um forte indício que essas células são capazes de produzir 

melatonina. Os resultados obtidos neste projeto e as colaborações com outros 

projetos nos permite inferir que o cerebelo é uma região protegida do sistema 

nervoso central graças à produção local de melatonina. Atuando de forma 

parácrina ou autócrina através de seus receptores de membrana protege as 

células do cerebelo dos efeitos neurotóxicos do LPS. Essa resposta parece ser 

uma exclusividade do cerebelo, já que não foi observada no córtex e no 

hipocampo de ratos injetados com LPS i.c.v. (Pinato et al., 2013). 

A figura 10 mostra um esquema incluindo os resultados obtidos neste 

trabalho, as hipóteses levantadas e dados da literatura que elucidam o efeito 

dual da melatonina sobre a viabilidade das células granulares de cerebelo, 

dependendo do contexto em que se encontram e, levando em consideração, 

principalmente, a via do fator de transcrição NF-κB. Nossos resultados indicam 

um mecanismo pelo qual a melatonina poderia induzir morte celular em células 

normais. 
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Figura 10 – Esquema hipotético para a atividade dual da melatonina em células 

granulares de cerebelo. À esquerda, células ativadas por LPS (1) através de seu 

receptor TLR-4 que leva a ativação da via do NF-κB. Uma vez ativado o NF-κB induz a 

expressão da iNOS que aumenta os níveis de NO. Este eleva os níveis de ROS/RNS (2) 

que também aumentam a atividade do NF-κB. A ativação deste fator de transcrição 

pode estar relacionada a ativação da expressão da AA-NAT (3) que catalisa a síntese de 

NAS (4). Esta poderia agir na via do NF-κB, interagir com ROS/RNS ou dar origem a 

melatonina (5). A melatonina produzida endogenamente pode ter uma ação autócrina 

(5) ou parácrina, agindo em seus receptores de membrana (MT-R) (6). A melatonina 

exógena ou proveniente de outras fontes, como a microglia e própria pineal, também 

age sobre receptores ou pode atravessar a membrana e interagir com a via do NF-κB e 

ROS/RNS (7). À direita, células tratadas somente com melatonina. A melatonina age 

nos receptores (8) ou atravessa a membrana celular (9), levando a uma redução 

transiente da atividade do NF-κB (10) o que reduz os níveis de NO na célula. Esta 

redução gera uma resposta de retroalimentação que induz um aumento da atividade 

do NF-κB (11). O aumento de ROS/RNS pode ser uma via adicional no aumento da 

atividade do NF-κB que eleva ainda mais os níveis de NO (12). Outra interação da 

melatonina é com o RORα (13). Este é responsável pelo aumento da expressão do IκB. 

Logo, o bloqueio da melatonina sobre RORα gera um aumento da atividade do NF-κB.  
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“Se queremos progredir, não devemos repetir a história, mas fazer uma história 

nova” 

Mahatma Gandh 
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1. Melatonina desempenha efeito dual sobre a viabilidade celular 

dependendo do contexto: protegendo as células dos efeitos neurotóxicos 

causados pelo LPS ou induzindo morte celular em células não tratadas. 

2. Em condição basal as células granulares de cerebelo apresentam dois 

complexos (C1 e C2) formados por dímeros que contém p50, RelA, RelB 

e c-Rel; 

3. O LPS induz a ativação de diferentes subunidades do NF-κB ao longo do 

tempo; 

4. A melatonina inibe a translocação nuclear do NF-κB, bem como reduz a 

expressão da iNOS e a produção de NO induzidos por LPS; 

5. Em condição basal a melatonina induz uma redução transiente do NF-

κB, seguida de um aumento dos níveis nucleares do fator de transcrição; 

6. Nesse contexto, a melatonina induz a expressão da iNOS e a produção 

de NO; 

7. O aumento de NO está envolvido na morte celular induzida tanto pelo 

LPS quanto pela melatonina; 

8. Células granulares do cerebelo em cultura expressam AA-NAT e 

produzem melatonina; 

9. Melatonina endógena protege a cultura de células do cerebelo da morte 

celular induzida por LPS. 
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Diversos neurônios apresentam uma atividade constitutiva de NF-κB, o qual 

desempenha múltiplas funções fisiológicas, além da modulação de respostas 

patológicas. A melatonina, hormônio produzido ritmicamente pela glândula 

pineal na fase de escuro, é também um fator autócrino e parácrino envolvido 

em múltiplos processos biológicos, sendo que a citoproteção é uma ação de 

destaque dessa molécula. A melatonina inibe a translocação nuclear do NF-κB e 

a expressão do seu produto iNOS em modelos de danos celular. No presente 

trabalho avaliamos se o efeito citoprotetor da melatonina depende do estado de 

ativação do NF-κB em cultura de células granulares de cerebelo, tendo em vista 

que essas células apresentam uma atividade basal deste fator de transcrição 

fundamental para a sobrevivência das células. Além disso, questionamos se 

essas células em cultura produziriam melatonina e se esta teria algum papel 

citoprotetor. Testamos a viabilidade da cultura de células granulares de 

cerebelo de rato (Wistar 7-8 dias de idade) após 24 horas de incubação com 

melatonina na presença ou ausência de LPS. Em condição basal a melatonina 

diminuiu a sobrevivência das células e inibiu a morte celular induzida pelo 

LPS. Este efeito foi compatível com os resultados da ativação do NF-κB e da 

expressão da iNOS. Na presença do LPS a melatonina bloqueia a indução da 

translocação nuclear do NF-κB, a expressão da iNOS e a produção de NO. 

Quando apenas a melatonina foi incubada, observamos uma inibição transiente 

(15 min.) do NF-κB, seguida por um aumento do conteúdo nuclear do fator de 

transcrição (60 min.). A expressão da iNOS seguiu o mesmo perfil, ou seja, 

sofreu uma inibição transiente (30 min.) seguida de um aumento acima do nível 

basal após 120 minutos de incubação. Portanto, demonstramos que a 

melatonina afeta de forma diferente a viabilidade de células granulares de 

cerebelo dependo do contexto em que as células se encontram. Além disso, 

obtivemos evidências de que essas células expressam a enzima a AA-NAT, e 

produzem melatonina, que exerce função protetora para a cultura. Desta forma, 

nossos dados proporcionam uma base mecanicista para a compreensão da 

influência do contexto celular na resposta à melatonina. 
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Several neurons constitutively express NF-κB, which plays some physiological 

roles, besides the well-known control of pathological responses. Melatonin, the 

hormone produced by the pineal gland rhythmically in the dark phase is also 

an autocrine and paracrine factor of immune competent cells, involved in 

multiple biological processes and the cytoprotective action is a highlight of this 

molecule. Melatonin inhibits the nuclear translocation of NF-kB and the 

expression of iNOS in models of cell damage. The present study evaluated 

whether the cytoprotective effect of melatonin depends on the state of 

activation of NF-κB in cultured cerebellar granule cells, given that these cells 

have a basal activity of this transcription factor essential for cell survival. 

Moreover, we questioned whether these cells in culture produce melatonin and 

whether it would have a cytoprotective role. We tested the viability of the rat (7-

8 days old Wistar) cerebellar granule cell culture after 24 h incubation with 

melatonin in the presence or absence of LPS. In basal condition melatonin 

decreased cell survival while inhibited cell death induced by LPS. These effects 

were consistent with the results from the activation of NF-κB and the 

expression of iNOS. In the presence of LPS melatonin blocked the activation of 

the NF-κB , the expression of iNOS and the production of NO. When only 

melatonin was incubated, we observed a transient reduction (15 min) of NF-κB 

nuclear content, followed by an increase of its nuclear content (60 min). The 

iNOS expression followed the same profile, i.e. undergone a transient inhibition 

(30 min), followed by an increase above baseline after 120 min of incubation. 

Therefore, we have demonstrated that melatonin affects differently the viability 

of cerebellar granule cells depending on the context. Furthermore, we founded 

evidences that the granule cells in culture express the key enzyme in the 

synthesis of melatonin, AA-NAT and produce melatonin, which carries 

protective function for the culture. Our data provide a mechanistic basis for 

understanding the influence of cell context on the final output response to 

melatonin. 
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