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Introdução 

A glândula  pineal  

 O r i g em ,  ana tom ia ,  h i s to l og ia ,  in ve r va ção  e  f o to r r ecep çã o  

 A  g l ân du la  p in ea l  é  u m  ó r gão  n eu ro end ó c r in o  qu e  con v e r t e  o  

s in a l  f ó t i co  am bi en t a l  e m  m ens ag ens  q u í mi cas ,  p r ov end o  i n fo rm ações  

t em po r a i s  p a r a  o  o r g an i sm o .  D es cr i t a  em  to do s  o s  v e r t eb r ad os ,  

ap r e sen t a  c ap ac i dad e  fo to r r ecep t o ra  em  p e ix es ,  an f í b io s ,  r ép t e i s  e  em 

a l gum as  es p éc i es  p a s s a r i f o r m es ,  d ada  s u a  ho mo l og i a  à s  c é lu l a s  da  

r e t i n a .  Em  m am í f e r os ,  em b or a  a in d a  ap r e s en t e  ma r cado r e s  de  

f o to r r ecep ção  ( r odo ps in a  e  r e cov e r i na ,  p o r  ex em pl o ) ,  a  c ap ac id ad e  

f o to r r ecep t o r a  é  pe r d id a  t o r n an do - se  su bs e r v i en te  à s  i n f o r m açõ e s  dos  

n ú c l eos  s up r aq u i asm át i co s  ( NS Qs ) ,  s ed e  d o  r e l óg io  b io l óg ico  cen t r a l  

( V o l l r a th ,  19 81 ;  r ev i s t o  p o r  S i mo nn eau x  e  R i b e l ayg a ,  2 00 3 ) .  

A n a t omi camen t e  é  co ns i d e r ad a  p a r t e  i n t eg r an t e  d o  ep i t á l amo .  

E m  h um an os ,  o r ig in a - s e  d e  um a ev ag i n ação  d o  t e to  d o  I I I  v en t r í cu lo  

d o  d i en cé fa lo  e  s i t u a - s e  n a  p o r ção  dor s a l  do  t ro n co  ce r eb r a l  l i g and o -

s e  a t r av és  de  um p edú n cu lo  à s  com iss u r as  hab en u l a r  e  p os t e r i o r  

( A r end t ,  1 99 5) .  

H i s to lo g i cam en te  a  g l ând u l a  p in ea l  é  com po s t a  p o r  d iv e r s os  

t i p os  c e l u l a r es  d es t acan do - s e  mi c r og l i a ,  a s t r ó c i t os  e  os  p in ea l ó c i t os ,  

n eu rô n i os  qu e  s o f r em  d i f e r en c i ação  d u r an t e  a  o n to gên s e  ( Ar end t ,  

1 9 95 ;  E ks t r o m  e  Me i s s l ,  20 03 ;  Mol l e r  e  B ae r es ,  20 02 ) .  
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 D i ve r s as  i n e rv ações  a t i ng em a  g l ân du l a  p in ea l ,  co mo  as  

p r ov en i en t es  d o  n ú c l eo  p a rav en t r i cu l a r  h ip o t a l âmi co  (P V N) ,  do  

g âng l io  t r i g emi a l ,  d o  f o l h e to  i n t e rg en i cu l ad o  t a l âmico  ( IG L) ,  d o  

n ú c l eo  do r s a l  d a  ra f e  e  d as  com is su r as  h ab en u l a r  e  po s t e r i o r .  T o dav i a ,  

a  m ai s  r e l ev an t e  pa r a  o  m et ab o l i sm o  d a  g l ând u l a  é  a  i n e r v ação  p ós -

g ang l io n a r  s im p á t i c a  ( K ap p e rs ,  19 60 ;  R eus s ,  1 99 9 ;  Lean d e r  e t  a l . ,  

1 9 99 ;  r ev i s t o  po r  S i mo nn eau x  e  R i b e l a yg a ,  2 00 3 ) .   

 E m  m amí f e ro s ,  a  p e r cep ção  do  fo to p e r ío d o  é  d eco r ren t e  da  

s in a l i z ação  d a s  f i b r a s  r e t i n o -h ip o t a l âmi ca s  ao s  NS Q s .  O s  NS Qs ,  

a t r av é s  d e  um a  es t im ul ação  g lu t am a t é r g i ca  co mu ni cam -s e  co m  o  PV N 

q u e ,  po r  s u a  v ez ,  i n e rv a  a  co l un a  i n t e rm éd io - l a t e r a l  d a  m ed u la  

e s p i na l .  A  p a r t i r  de s t a ,  f i b ra s  n e r vo sa s  e f e r en te s  co mu ni cam - se  com o  

g âng l io  c e r v i ca l  s up e r i o r  q u e ,  po r  m e io  do s  n e rv os  con á r i os ,  

p r o j e t am - s e  p a r a  a  g l ân du l a  p i n ea l  ( T ec l em ar i am - M es bah  e t  a l . ,  1999 ;  

r ev i s t o  po r  S im on neau x  e  R i b e l ayg a ,  2 0 03 ) .   

D u r an t e  a  f as e  d e  c l a ro  a  a l t a  i n t ens id ade  lum in os a  é  c ap t ada  

p e l a  r e t i n a  a t r av é s  d o  fo t op igm en t o  m el ano ps in a  p r es en t e  n as  c é l u l as  

g ang l io n a r es .  E s t e  s in a l  f ó t i co  é  t r aduz i do  em  u m  s in a l  e l é t r i co  qu e  é  

t r an smi t i do  p e lo  n e r vo  óp t i co  r e t i n o -h ip o t a l âm ico  pa r a  os  NS Qs  

( K a l s b eek ,  20 00 ;  P ro v en c io  e t  a l . ,  2 00 0 ) .  Vi a s  e f e ren t es  q u e  se  

p r o j e t am  d os  N SQs  p a r a  o  PV N  l i be r am  o  n eu r o t r ansm iss o r  á c i do  

g am a- amin ob u t í r i co  ( G AB A )  q u e ,  ne s s e  co n t ex to ,  d es emp en h a  um 

s in a l  i n i b i t ó r i o  so br e  a  a t i v id ade  do  PV N  (C ip o l l a - N eto  e t  a l . ,  19 95 ;  
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T ec l em ar i am -M esbah  e t  a l . ,  19 99 ;  K a l sb eek  e t  a l . ,  20 00 ;  S ak a i  e t  a l . ,  

2 0 01 ) .   

 

 S í n t es e  d e  m ela ton in a   

O s  ev en tos  r e f e r en t e s  à  b io s s ín t e s e  de  co mp os to s  i nd o l am ín i cos  

p e l a  g l ân du l a  p i n ea l  d u r an t e  a  f a s e  d e  es cu ro  es t ão  sum ar i z ados  na  

f i gu r a  1 .  O  p r i m ei r o  pa s s o  n a  s í n t e se  d e  m el a t on in a  oco r r e  com  a  

cap tu r a  d o  t r i p to fan o  c i r cu l an t e  p e lo s  p in ea l óc i t os  (R e i t e r ,  1 984 ;  

R e i t e r ,  1 99 1 ) .  Po r  a ção  d a  enz i m a  t r i p to f an o h id r ox i l as e  ( T PO H ) ,  e s t e  

é  co nv e r t id o  em  5 - h i d ro x i t r i p t o f an o  ( 5 - H TP ) .  P os t e r io r men t e ,  a  

enz im a  5 - H TP  desca r b ox i l as e ,  m em br o  d o  g r up o  d a s  enz im as  que  

a t u am  d esca r bo x i l an do  amin o ác id os  a r om á t i co s  ( A A AD ) ,  r e t i r a  um 

g r up am ent o  ca r box i l a  d o  5 - HTP ,  f o rm and o  com o  su b pr od u t o  a  

s e r o to n i n a  ( 5 - H T )  ( Sn yd e r  e  A x e l ro d ,  1 96 4 ) .  O  aum en to  d a  a t i v i d ad e  

d a  enz im a  a r i l a lq u i l ami na  N - ace t i l t r an s f e r a s e  ( A A -N A T)  g e r a  a  N -

ace t i l s e ro t on in a  ( NA S )  q u e  é ,  po s t e r io r men t e ,  m et i l ad a  p e l a  enz i ma  

h id r ox i nd o l  O - met i l t r an s fe r a se  (H IO M T )  fo rm and o  a  m el a t on i n a  

( A x e l r od  e  W ei s sbach ,  19 60 ;  r ev i s t o  p o r  S im on n eau x  e  R ib e l a yg a ,  

2 0 03 ) .  

A  l i be r ação  de  n o r ad r en a l in a  n a  f en d a  s i náp t i c a  a t i v a  os  

r e cep t o re s  1 - ad r en é r g i co s  d os  p i n ea l ó c i t os  ( K ap p er s ,  1 9 60 ;  Kl e in  e  

W el l e r ,  19 70 ;  Kl e in ,  1 98 3 ;  K le in ,  19 85 ;  T ob i n  20 02 ) .  Es t e s  r e cep t o res  

q u an do  e s t i mul ados  a t iv am  a  p ro t e ín a  G  es t im u l a t ó r i a  ( G s )  que  
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aca r r e t a  n a  a t i v ação  d a  enz im a  ad en i l i l  c i c l as e  e  aum en to  d os  n í ve i s  

d e  mo no f os f a t o  d e  ad eno s i na  c í c l i co  ( A MP c)  ( V an ececk  e t  a l . ,  1 98 5) .  

I s s o  p r om ov e  a  a t i v ação  d a  p r o t e í n a  q u i n as e  t i p o  A  ( P K A)  e  

co ns egu in t e  fo s fo r i l a ç ã o  d o  f a t o r  d e  t r an s c r i ç ão  CR EB ( d o  in g l ês ,  

s ig l a  p a r a  “ cyc l i c  A M P  re sp on s e  e l em en t  b in d i ng ” )  q u e ,  q u an do  

f o s fo r i l ado  s e  l i g a  à  p ro t e ín a  co a t iv ad o r a  CBP  (d o  in g lê s ,  s i g l a  p a ra  

"C R EB - b in d i ng  p ro t e i n " ) .  Es s e  comp l ex o  mi g ra  p a r a  o  núc l eo  on d e  se  

l i g a  a  r eg iõ es  p rom ot o r a s  d o  g en e  da  enz im a  AA - N AT ( B a l e r ,  1 99 7 ;  

r ev i s t o  p o r  S im onn eaux  e  R ib e l a yg a ,  20 03 ) .  P a ra  qu e  e s t a  enz im a  

e s t e j a  a t i v a  e  n ão  s e j a  r ap i d am en t e  d eg r adad a ,  f az - s e  nece s sá r i o  um 

aco p l am en to  co m a  p ro t e ín a  ch ap e r ona  14 - 3 -3  e  a  f os fo r i l a ção  de ss e  

co mpl exo  p o r  P K A ( G ang u l y e t  a l . ,  2 00 1 ;  Kl e in ,  2 00 7) .  
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Figura 1 –  Durante a  fase de escuro,  a  est imulação β 1-adrenérgica leva ao 

desprendimento da subunidade α da proteína Gs ,  at ivando a adenil i l  c iclase que ,  

por sua vez,  atua  convertendo AMP em AMPc. Isso leva a  at ivação de  PKA  que 

fosfor ila  CREB, pro movendo sua dimerização e l igação com o cofator CBP. Esse 

complexo migra para o núcleo e pro move a transcr ição gênica da enzima AA-NAT,  

que é rapida mente complexada co m a chaperona 14 -3-3 e  fosfori lada por PKA,  

catali sando 5-HT em NAS,  que por  ação da HIOMT, é convertida em melatonina.  
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 S í t i o s  d e  a tu a çã o  e  m eta bo l i z a çã o  da  m el a t on in a  

A  m el a to n in a  ap r es en t a  f un ção  c r on ob ió t i c a ,  a tu and o  co mo  um 

z e i tg e b er  ( do  a l emão ,  do ado r  d e  t emp o ) ,  l evand o  a s  i n f o rm açõ es  d e  

t em po  a  t o do  o  o r g an i sm o  con f e r in d o - lh e  a s s im  a  cap ac i d ad e  de  

an t ec ip ação  à s  va r i a çõ es  amb i en t a i s  ( r ev i s to  po r  S i mo nn eau x  e  

R i b e l a yg a ,  20 03 ) .  S u a  ação  p od e  s e r  d es en cadeada  a t r av és  dos  

r ecep t o re s  d e  m emb r an a  M T1  e  M T2  e  t am b ém  d i r e t am en t e  em  a lvos  

i n t r ace lu l a r e s  dev id o  a  s u a  a l t a  s o lu b i l i d ad e  co mo ,  po r  ex em plo ,  

i n i b i ção  da  in t e r ação  cá l c io - ca lm od u l i n a  e  d e  fa to r es  de  t r an s c r i ção  

co mo  o  n u c l ea r  f a c t or  kB  ( NF -kB )  (Ben i t ez -K in g  e  A n t on - T ay,  1 9 93 ;  

D u bo cov i ch ,  2 00 7 ;  N o s j ean  e t  a l . ,  20 00 ;  C econ  e t  a l . ,  201 0 ) .   

A  m el a to n in a  n a  c i r cu l ação  t em m e i a  v id a  cu r t a  s endo  

m et abo l i z ad a  no  f í g ad o  po r  um  com pl ex o  d e  enz im as  d e  o r igem 

m i to con d r i a l  ch am ado  c i t o c r om o  P 45 0  (C YP4 5 0 )  ( H a r d e l an d  e  

P o eg ge l e r ,  20 12 ) .  A  p r in c ip a l  i s o fo r ma  d e  CYP 45 0  en v o lv id a  na  

m et abo l i z ação  h epá t i c a  d a  m el a to n in a  é  a  C YP 1A 2,  h av end o  t am bém a  

p a r t i c ip ação  d a  C YP 1A 1  e  CYP 2C 9  (F acc i o l á  e t  a l . ,  2 00 1) .  

In i c i a lm en t e  o co r r e  a  h id r ox i l a ção  d a  m el a to n in a  co nv e r t en do - a  em  6 -

h id r ox i m el a t on i n a  ( 6 -O H -m el a to n ina )  e  p os t e r i o r  con ju g ação  com 

s u l f a t o  o u  g l uc u ro n a t o  p a r a  e l im i nação  p e l a  u r in a  (A r end t ,  1 998 ;  

F acc i o l á  e t  a l . ,  200 1 ) .  Es t a  h id r ox i l ação  da  me l a to n i n a  p o de  t amb ém 

s e r  deco r r en t e  d a  i n t e r ação  d i r e t a  d e s t a  m ol écu l a  co m  e sp éc i e s  

r e a t i v as  d e  ox ig ên i o  (R OS) ,  n i t ro g ên i o  (R NS)  ou  r ad i ca i s  h i d ro x i l a  

( O H - ) .  A  ex c r eção  d o  p r ecur so r  N AS  é  í n f im a  e ,  qu and o  o co r re ,  n ão  
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ap r e sen t a  h id r ox i l a ção  s en do  d i r e t am en t e  e l i min ad a  em  su a  f o rma  

c o n j ug ada  co m g luc u r on a t o  ou  s u l f a t o  ( M a e t  a l . ,  20 0 8) .  

A  m el a to n in a  t ambém  po d e  s o f r e r  um p r o ces so  d e  d em et i l a ção  

p o r  a ção  d a  C YP1A 1 ,  C YP 2C9  e  C YP 2C1 9  ( Ma  e t  a l . ,  2 0 05 ;  P an d i -

P e ru ma l  e t  a l . ,  200 6 ) ,  con v er t en do - a  em  s eu  p r ecur so r  –  e  t amb ém 

m et abó l i t o  –  N AS  ( F acc io l á  e t  a l . ,  2 0 01 ) .  Um a  po ss í v e l  a ção  da  

C YP 1A 2 ca t a l i s and o  m el a t on in a  em N AS  t am b ém  é  co ns i d e rada ,  

em bo r a  em  m en o r  e s ca l a  (M a  e t  a l . ,  20 05 ;  P and i -P e ru m al  e t  a l . ,  

2 0 06 ) .   

D e  o r i g em  m i to con d r i a l ,  a s  C YP s  s ão  g en e t i c am en t e  pa s s í ve i s  

d e  a tu a r  em  v i r tu a lm en t e  t od os  os  t e c i do s  e  p os suem  mú l t i p los  

s ub s t r a t os  d e  a tu ação  q u e  n ão  a  m el a to n i n a .  A p r es en t a  ex p r es são  em 

cé l u l as  do  s i s t ema  n e r vo so  cen t r a l  ( S NC )  (M eye r ,  e t .  a l ,  2 00 7) ,  n a  

b a r r e i r a  h em a to - ence f á l i c a  ( D ec l èves  e t  a l . ,  2 01 1)  e  p o dem e s t a r  

p r e s en t e s  n a  g l ân d u l a  p i n ea l  p od end o  ag i r  i n esp ec i f i cam en t e  

c a t a l i s an do  a  6 - h i d ro x i l a ção  ou  a  O - d em et i l ação  da  m el a t on ina ,  

co nv e r t end o -a  em  s eus  me t abó l i t o s ,  r e sp ec t iv amen t e ,   

6 - O H -m el a t on i n a  e  N AS  ( H a rd e land ,  2 01 0) .  A  f ig u ra  2  r es um e as  

p r in c i p a i s  C YPs  q ue  m ed e i am  a  ca t á l i s e  d e  me l a to n i n a  aqu i  d es c r i t a .   
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Figura 2 –  Complexo de enzimas citocromo P450 (CYP450)  envolv idas na 

metabol ização  de melatonina.  A metabolização  de  primeira  passagem da melatonina 

ocorre  no f ígado por ação das CYPs,  levando a formação de 6 -OH-melatonina,  o  que  

sofre,  posteriormente,  sulfatação ou glucoronidação no leito  renal para sua 

excreção.  Todavia,  me latonina  ta mbém pode ser co nvertida em NAS através de  

diferentes i soformas de  CYPs,  co mo as presentes no SNC.  

 

C on t r a s t an do  com a  p equ en a  p a r t i c ip ação  d as  CY Ps  na  

co nv e r são  d e  i nd o lami n as ,  o s  p r in c ip a i s  m et abó l i t o s  d a  m el a to n in a  no  

S NC  fo r am  i d en t i f i c ados  como  a s  qu in u rami nas  A FMK  ( do  i ng l ês ,  

s ig l a  pa r a  N -a ce t y l - N - f or mi l - 5 - m et o x i kyn ur am in e )  e  AMK  ( do  i ng l ê s ,  

s ig l a  p a r a  N -a ce ty l -5 - m et ho xykyn ura m in e )  ( Hi r a t a  e t  a l . ,  19 74 ) .   

A  con v er s ão  d e  m el a t on in a  em AF MK e r a  en t end id a  como  dep en d en te  

d a  a t i v i d ad e  d a  in do l ami n a  2 , 3 - d i ox igen as e  ( ID O )  ( T an  e t  a l . ,  20 07) .  

E s t a  enz im a  ag e  a t r av és  d a  c l i vag em  d o  an e l  p i r ró l i co  da  m ol écu l a  de  
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m el a to n in a  e  t em  su a  a t i v id ad e  au m en t ad a  p e l a  e s t im ul ação  

p u r i né r g i ca  ( H ar d er l an d ,  2 01 0 ;  M ar t eau  e t  a l . ,  2 00 5 ) .  Tod av i a ,  j á  e s t á  

d e s c r i t o  na  l i t e r a tu r a  v i a s  qu e  con t em pl am  e ss a  co nv e rs ão  d e  modo  

i nd ep en den t e  d a  ação  d a  ID O ,  co mo a  i n t e r ação  com  c i t o c rom o  C ,  

a t i v i d ad e  d e  p e ro x i d as es ,  l uz  u l t r av io l e t a  (U V )  ou  R OS  ( r ev i s t o  p o r  

T an  e t  a l . ,  2 00 7 ) .   

 P o r  s u a  v ez ,  a  m el a t on in a  a in d a  po d e  se r  a lv o  d e  con v er sões  n ão  

enz im át i ca s  m ed i ad as  p o r  r e ações  d e  n i t r os ação ,  f o rm and o  os  

co mp os t os  N -n i t ro m el a to n in a  e / ou  N- n i t ro so m e la to n i na  ( T an  e t  a l . ,  

2 0 07 ;  H a rd e l and ,  20 1 0) .  E s t es  p ro du to s  p od em  t e r  g r and e  r e l ev ân c i a  

p a r a  o  SNC  n a  a t iv ação  d e  mi c ro g l i a ,  n í v e i s  t ó x i cos  d e  R OS  e  

n eu ro i n f l am ação  (H a r d e l an d ,  20 10 ) .  A s  v i as  d e  co n ve r s ão  de  

m el a to n in a  n o  S NC e s t ão  s um ar i z ad as  n a  f ig u r a  a  s eg u i r  ( f i gu r a  3 ) .  
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Figura 3 –  Vias preferenciais de conversão de melatonina  em derivados do AFMK 

no SNC por ação enzimática e /ou interação com espécies  reat ivas .  Melatonina pode 

levar a formação de AFMK por vias diretas,  enzimáticas ( IDO e peroxidases)  e  não -

enzimáticas (citocro mo C, ROS ou UV) ,  ou indiretas ,  de acordo com interação de 

espécies reativas (ROS, RNS ou OH -) ,  levando a formação do co mposto 3OHMc, um 

intermediário para a  formação  de AFMK. Forma midases e  peroxidases,  ag indo em 

AFMK, levam a formação de AMK, que por ação de nitrosação e do peroxinitrato -

CO 2  leva m, respectivamente,  a  formação de AMMC  (3 - a c e t a m i d o m e t i l - 6 -

m e t o x i c i n o l i n o n a )  e  AMNK (N - a c e t i l - 5 - m e t o x i - 3 - n i t r o q u i n u r a m i n a ) .  

 

D i ve r so s  s ão  os  pap é i s  d a  m el a t on in a  e  s eu s  m e tabó l i t o s  na  

f i s io lo g i a  do s  o rg an i s mos ,  e n t r e t an to ,  p a r a  es t e  es tu do ,  g os t a r í amo s  

d e  s a l i en t a r  o s  ev en to s  q u e  s e  r e l a c ion am  com  a  comu nicação  en t re  a  

p in ea l  e  a  r e sp os t a  im un e  in a t a  co mo  d es c r i t a  po r  M ar kus  e  

co l ab or ado r es  (2 007 ) .  
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 O  e i xo  im un e - p in ea l  

A  i n f l am ação  é  u m  p r ocess o  f i s io lóg i co  q u e  co ns i s t e  em  p e lo  

m eno s  du as  f as es  -  p ró - i n f l am at ó r i a  e  an t i - i n f l am a tó r i a ,  m ed i ad a  p e l a  

a t i v i d ad e  d e  cé lu l as  im un ocom p eten t es  em  r esp os t a  a  f a t o res  

en dó g en os  ou  exó g en os  q ue  o f e r t em  p e r ig o  à  hom eos t a s i a .  A  

m on tag em  d a  r es po s t a  i n f l am a tó r i a  em  m amí f e ro s  é  um  f enô meno  

s in c ro n iz ad o  e  s equ en c i a l  qu e  d eno t a  a  p a r t i c ip ação  i n t eg r ada  en t r e  a  

co mu ni cação  n e rv os a  e  end óc r in a  ( M ar k us  e t .  a l . ,  2 00 7 ) .  

U m a  d as  p r i me i ras  e t ap as  p a r a  a  mo n t ag em  d e  um a  re s po s t a  

i n f l am at ó r i a  d em an d a  o  r ec r u t am en to  d e  cé l u l a s  im uno com p et en tes  

ad v i nd as  d e  o u t r as  l o ca l id ad es  a t r a vés  d e  s i n a i s  q u im io t áx i co s .  E s t e  

r e c r u t am en t o  ce l u l a r  im pl i ca  n o  r o l am en to  s eg u id o  da  ad es ão  d e  

l eu có c i tos  à s  c é l u l a s  end o t e l i a i s ,  pe r mi t in do  a  t r an sm ig r ação  dos  

m esmo s  (B i en venu  e  G rang e r ,  19 93) .  Fo i  d em ons t rado  qu e  e s s e  

p r o cess o  é  i n f l u en c i ad o  d i r e t am en te  p e lo s  n ív e i s  c i r cu l an t es  de  

m el a to n t i n a  qu e  a t en u a m  o  p od e r  d e  ad es ão  e  r o l am en to  d a s  c é l u l as  

i mu no co mp et en t es  ( Lo t u f o  e t  a l . ,  2 001 ) .  

A  m el a t on i n a  t ambém  p od e  s e r  p r od uz i d a  lo ca l men t e  p o r  c é l u l as  

i mu no co mp et en t es  em  co ncen t r açõ es  b a s t an t e  e l ev ad as  ( C a r r i l o - Vi co  

e t  a l . ,  20 04 ;  M ar t i ns  e t  a l . ,  20 04 ;  P on t e s  e t  a l . ,  2 006 ) ,  o  qu e ,  em 

cé l u l as  mo no nu c lea r e s  d e  hu mano s ,  é  u m  e s t í mul o  pos i t i vo  p a r a  a  

s ín t e s e  d e  c i t o c in as  p r ó - in f l am a tó r i as  co mo  i n t é r f e r on  ( IF N )  t i p o  γ ,  a s  

i n t e r l eu c in a s  ( IL)  t i po  2  e  6  ( G ar c i a -M au r iñ o  e t  a l . ,  1 997 ) .   
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U m a v ez  qu e  a  g l ân du l a  p in ea l  é  um  ó r g ão  c i r c u nv en t r i cu l a r  

( D u ve r no y e  R i so ld ,  2 00 7) ,  a  l i b e ração  d e  m ed i ad or e s  i n f l am at ó r io s  

a t i ng e  a  p in ea l  a t r av és  d a  c i rcu l ação  m o du l ando  a  f u n ção  

n eu ro end ó cr in a  d es t a  g l ând u l a .  F o i  d em on s t r ad o  qu e  a  g l ân du l a  p in ea l  

p os su i  r e cep to r e s  T LR 4  ( d o  in g l ê s ,  s i g l a  p a r a  t o l l - l i k e  r ecep tor ,  

s ub t i po  4 )  c ap az es  d e  r econ h ece r  l i pop o l i s s aca r í d eo  ( LP S ,  en do to x ina  

p r e s en t e  n a  m emb r an a  ex t e r n a  d e  b ac t é r i as  g r am -n eg a t i v as )  e  

r e cep t o re s  d e  T NF  do  t i po  1  ( TNF R 1 ) .  O  e s t í mul o  d e  LP S  em  

g l ân du l a s  p i n ea i s  em  cu l t u r a  l ev a  à  p r od u ção  d e  T NF  q u e ,  a t i v ando  

s eus  r e cep to r es  n a  p in ea l  l ev am  a  um a t r ans l o cação  n u c l ea r  d e  NF -κB 

e  d imi nu i ção  d a  s í n t es e  d e  N AS  e  m el a to n in a  ( d a  S i l v e i r a  C ruz -

M ach ad o  e t  a l . ,  20 1 0 ;  C a rv a l ho -S ous a  e t  a l . ,  2 01 1 ) .  In v e rs am en t e ,  

co r t i co s t e ro na  ag in d o  em  r ecep to r es  d e  12l i coco r t i co ide s  t am bém 

p r e s en t e s  n a  p i n ea l ,  t em  um  e f e i to  opo s t o  p o t en c i an do  a  p r o du ção  d e  

m el a to n in a  (F er r e i ra  e t  a l . ,  2 00 5 ;  F er nan d es  e t  a l . ,  20 09 ) .  

O u t r a s  c i t o c i n as  t am b ém  s ão  ap on t ad as  co mo  cap az es  d e  a l t e r a r  

a  f u n ção  d a  g l ând u l a  p i nea l ,  como  a  IL- 6  e  o  T G F -β  (d o  i ng l ês ,  s i g l a  

p a r a  “ t ra ns f or mi ng  gr owt h  fa to r ”  β ) ,  qu e  t em  s eus  n íve i s  

t r an s c r i c i on a i s  aum en t ad os  qu a nd o  o  t ec id o  é  e s t i mul ado  com 

n o r ad r en a l in a  ( T sa i  e t  a l . ,  20 01 ) .  IF N γ ,  p o r  s u a  v ez ,  p od e  a t ua r  

m od ul an do  po s i t i va  o u  n eg a t iv am en te  os  n ív e i s  d e  me l a t on in a  de  

aco r do  com  a  co n cen t r ação  (Wi t hyach u m n arn ku l  e t  a l . ,  1 99 0) ,  

p o dend o  ag i r  d i r e t am en t e  n os  p i n ea ló c i to s  ou  m esm o  n a  in e r vação  

s im pá t i c a  (Wi th yach um n ar n ku l  e t  a l . ,  1 9 91 ) .  
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 S e  po r  um  l ado  os  n ív e i s  d e  m el a ton in a  c i rcu l an t e  d im in uem 

d u r an t e  um  q u ad ro  in j u r i an t e ,  l oca l men t e  o co r r e  um aum ent o  da  

s ín t e s e  de  m el a t on i n a  po r  c é l u l as  d o  s i s t em a  i mu n e  (Po n t e s  e t . a l . ,  

2 0 06 ) .  E s t e  é  um  m ecan i sm o  imp o r t an t e  p a r a  o  d es env o l v im en t o  da  

f ag o c i t os e  um a  v ez  q u e  o  b l oq ue io  d os  r ecep to r e s  d e  m ela t on i n a  i n ibe  

a  f ago c i to s e  m ed iad a  p o r  c é l u l a s  m on on u c l ea re s  d o  co l os t r o  de  

h um ano s  (P i r es - La p a  e t . a l . ,  20 13 ) .  

P or t an t o ,  p e l o  fa t o  d e  se  en con t ra r  f o r a  d a  b a r r e i r a  

h em ato en cef á l i c a  e  r e s po ns i v a  a  d i f e r en t es  l i g an t e s  p r e s en t e s  na  

c i r cu l ação ,  como  os  D AMP s  ( do  i ng lê s ,  s i g l a  p a r a  d ama g ea ss o c ia t ed  

m o lecu l ar  pa t t er ns )  e  PA MPs  ( do  in g l ê s ,  pa th ogen - as so c i a t ed  

m o lecu l ar  pa t t er n s ) ,  a  g l ân du la  p in ea l  co nf ig u r a - se  com o  um  s en so r  

p a r t i c ip an t e  n a  mo n t ag em  da  r e sp os t a  i n f l am a tó r i a  ( Mar k us  e t  a l . ,  

2 0 07 ) .  R ecen tem en t e  a  l i t e r a tu r a  v em d em on s t r an do  u ma  im po r t an te  

p a r t i c ip ação  d a  s in a l i z ação  p u r in é r g i ca  n a  r eg u l ação  d e  p r o cessos  

f i s io ló g i co s  e ,  p r in c i p a lm en t e ,  na  m o du l ação  de  r e s po s t as  

i n f l am at ó r i as  com o ap r es en t amo s  a  s eg u i r .   

 

O sistema purinérgico  

 P ur i nas  e  p i r im id in as  

N o  com eço  do  sécu lo  X X  in i c i am -s e  a s  d emo ns t r açõ es  d e  qu e  

p u r i na s ,  co mo  ad en in a ,  gu an in a ,  c a f e í n a  e  x an t i na ,  ap r es en t am  ações  

co mo  m ed iado r e s  ex t r ace lu l a r e s .  T a l  a s su n ção  com eçou  com  a  
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o bs e r v ação  d e  um  mo d e l o  ca r d í aco  d e  m amí f e ro s  em  q u e  fo i  

o bs e r v ad a  um a  d im in u i ção  d a  f r equ ên c i a  c a r d í aca  e  d a  p r es são  

a r t e r i a l  a  pa r t i r  d a  e s t im ul ação  p ur in é r g i ca  (D r u r y e  G yö r g yi ,  19 29 ) .  

E m  m eado s  d o  m e s mo  s écu l o  as  p esq u i s as  n a  á rea  av an ça r am 

ap on t an do  qu e  o  t r i f os f a t o  d e  ad enos in a  ( AT P)  comp un ha  o  con t eúdo  

d e  ve s í cu l as  s in áp t i c as ,  com o  d em on s t r ad o  p i on e i r am en t e  p o r  D o w dal l  

e  co l ab o rado r e s  (19 7 4)  em  v es í cu l as  co l in é r g i cas .  A  h ipó t es e  d e  uma 

m esm a  cé lu l a  ne rv os a  l i b e r an do  ma i s  d e  um  t ip o  de  t r an smi sso r  

( B ur ns to ck ,  19 76 )  f o i  r e ceb i d a  com  ce t i c i sm o ,  s end o  ace i t a  com o  uma 

ex ceção  a  c a so s  e s p ec í f i co s .  N o  en t an t o ,  h o j e ,  a  co t rans mis são  

s in áp t i c a ,  p u r in é r g i ca  ou  n ão ,  é  s ab idam en t e  en t en d id a  e  a ce i t a  como 

o  pad r ão  d a  com unicação  q u ími c a  n euro n a l .   

S ug e r e - s e  q ue  o  AT P  e s t ocado  em  ves í cu l a s  s e j a  p r ov en i en t e  d o  

co n t i ng en t e  l i v re  p r od uz i do  p e l a  fos f o r i l a ção  o x i d a t iv a .  T od av i a ,  

co mo  es sa  m ol écu la  é  a l t am en t e  c a r reg ad a  e  h id r o f í l i c a  e ,  p o r t an to ,  

i n cap az  d e  a t r av es sa r  m emb r anas  b i o l óg i cas  p o r  d i fu s ão ,  fo i  l ev an t ada  

a  h ip ó t es e  d e  que  h av e r i a m  mecan i s mos  q ue  au x i l i a s s em  n es se  

p r o cess o  (S p e r l ág h  e  Viz i ,  19 96 ) .  

In v es t ig açõ es  i n i c i a i s  a  r e sp e i to  d a  v e s i cu l ação  d e  A TP  fo ram 

r ea l i z ad as  e  apo n tav am  p a r a  a  ex i s t ên c i a  d e  um  t r ansp o r t ad o r  que  

r ea l i z as s e  e s s a  fun ção  ( S t ad l e r  e  Fen wi ck ,  1 98 3 ;  Sch l ä f e r  e t  a l . ,  

1 9 94 ) .  M ai o r e s  e s p ec i f i c açõ es  a  r e s p e i t o  de s s e  t r ans po r t ador  

p e rm an ecer am  i n co n c l us i v as  a t é  pou co  t emp o ,  q u an do  o  g r up o  de  

p e sq u i sa  de  S aw ada  e  co l ab or ado r es  ( 2 00 8 )  en co n t ro u  u m a p ro t e ín a  
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can d i da t a  a  p e rm uta r  o  A TP  c i to p l a smá t i co  p a r a  o  i n t e r i o r  d a  v es í cu l a  

s in áp t i c a  –  a  S LC 17 A 9.  

H o je  é  s ab i do  qu e  o  A TP  é  o  p r in c ipa l  comp on en t e  p u r in é r g i co  

d e  v es í cu l as  s in áp t i c as  v a r i an do  s u as  co n cen t r ações  en t re  1  e  2 00mM 

( S t j a r n e ,  19 89 ) .  No  c i to p l as m a  a  con cen t r ação  d e  A TP  va r i a  en t r e  2  e  

5  mM  qu e  po d em s e r  l i b e r ad o  a t r av és  d e  v á r io s  m ecan i sm os :  po r  

t r an sp o r t ad o r es  ABC ,  can a i s  d e  con ex i n a ,  c an a i s  de  p anex in a ,  c an a i s  

an iô n i co s ,  ap op t ose  e  n ec r o s e / l i s e  ce l u l a r  a l ém  d e  u ma  i mp o r t an te  

p a r t i c ip ação  d e  l i b e r ação  d e  A TP  m ed i ad a  p e l o  recep t o r  P 2X7 

( B r an d ao -B ur ch  e t  a l . ,  2 01 2 ) .  

 

 R ecep to re s  p ur in érg i co s  

F oi  com  os  t r ab a lh os  d e  B u n rs t o ck  ( 1 97 6 ª ;  1 97 6b ;  1 97 6 c )  que  

f o i  po s t u l ad o  q u e  p u r in a s  e  p i r i mid i n as  ag em com o m ed i ad o r es  d a  

a t i v i d ad e  neu ro n a l  p o r  m ei o  d a  a t iv ação  d e  d i f e r en te s  g ru po s  de  

r ecep t o re s ,  c l as s i f i c ad os  com o P1  e  P2  (B ur ns to ck ,  19 78) .  

O s  r ecep t o r es  P 1  s ão  recep t o r e s  m et abo t r óp icos  a t i v ad os  por  

ad eno s i na  (B ur ns tock ,  1 97 8 ;  K lo tz ,  20 0 0)  e  s ão  s ub d i v id o s  em  A1 ,  

A 2 a ,  A 2b  e  A 3 .  O s  su b t i po s  A 1  e  A 3  s ão  r ecep to r es  a cop lado s  a  

p r o t e í n a  G i /0  e  A2a  e  A 2b  a  p r o t e ín a  G s  ( r ev i s to  po r  Lan do l t  e t  a l . ,  

2 0 12 ) .   

O s  r ecep t o r e s  P2 ,  po r  s u a  v ez ,  p os su em como  ag o n i s t as  

en dó g en os  os  nuc l eo t í d eos  d i  e  t r i fo s f a t ad os  e ,  med i an t e  su as  

c a r ac t e r í s t i ca s  d e  e s t r u t u ra  mo l ecu l a r  e  s in a l  d e  t r an sd u ção ,  s ão  
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s ub d i v i d id os  em  du as  g r and es  f am í l i a s :  P 2Y  e  P 2 X  (B u rns to ck  e  

K en n ed y,  1 9 8 5 ;  Abb r acch io  e  B u rn s tock ,  19 94 ;  B u rn s to ck  e  R a l ev i c ,  

1 9 98 ) .  A  f amí l i a  d e  r ecep t o r e s  P2 Y  co r r e sp on d em a  r ecep to r es  

m et abo t r óp i co s  e  r e s po nd em  a  ag on i s t a s  p u r in é rg i c o s  d i  e  

t r i f os f a t ad os .  E s t ão  ca r ac t e r i z ad o s  o i t o  t i p os  d e  r ecep to r es  de s t a  

f amí l i a :  P2 Y 1 ,  P 2Y 2 ,  P2 Y 4 ,  P 2Y 6 ,  P 2Y 1 1 ,  P 2 Y 1 2 ,  P2Y 1 3  e  P2Y 1 4  

( A b br acch io  e t  a l . ,  2 00 3 ) .  N a  v i a  d e  t r an sd u ção  o  acop l am en to  à  Gq  

o u  G s  é  c a r ac t e r í s t i co  dos  r ecep to r e s  P 2Y 1 , 2 , 4 , 6 , 1 1 ,  en q u an t o  o  

aco p l am en to  a  Gi /0  é  c a r ac t e r í s t i co  d os  r ecep t o re s  P2 Y 1 2 , 1 3 , 1 4  ( H ar den  

e t .  a l ,  2 01 0 ) .  Ap esa r  d e  s e r em  r ecep to r e s  m et ab o t ró p i cos ,  a  l i t e r a tu r a  

t am b ém  des c rev e  a  p a r t i c ip ação  d a  e s t i m ul ação  de  r ecep to r es  P2Y 

co mo  cap az es  a t u a r  n o  f ech am en t o  de  a lg un s  can a i s  t ro cado r es  de  

p o t á s s i o  ( K + )  o u  mes mo  n a  mo du l ação  d e  can a i s  vo l t ag em - dep en d en te  

d e  N a +  e  C a + 2  ( Hi l l e ,  1 99 4 ;  M aur i ce  e t  a l . ,  20 01 ;  Do lp h in ,  20 03 ) .  

O s  r ecep to r es  P 2 X s ão  r ecep t o r es  i ono t ró p i co s ,  qu e  ap re s en tam  

d o i s  d omí n io s  t r ans m emb r ân i co s ,  hé t e r o -  o u  h om odi m ér i co s ,  com  uma 

a l ça  ex t race l u l a r  on d e  s e  en co n t r am  o s  s í t i o s  d e  l i g ação  p a r a  ATP ,  

an t ag on i s t as  e  mo d u l ad o re s ,  ap r esen t an do -s e  com o um  t r í me ro  

( E nn io n  e t  a l . ,  2 000 ;  J i an g  e t  a l . ,  20 00 ;  K hakh  e t  a l . ,  2 00 1 ;  Kh ak h  e  

N o r t h ,  2 00 6 ;  B ro wn e  e t  a l . ,  20 10 ;  Cod d ou ,  2 01 1 ) .  S ão  de s c r i t o s  s e t e  

t i p os  d e  r ecep t o r es  P 2 X  ca r ac t e r i z ad os  como  P 2X 1 ,  P 2X 2,  P 2X 3,  

P 2X 4,  P2 X5 ,  P 2X 6 e  P 2 X7 .  Ao  s e r em  e s t i mul ado s ,  e s se s  r e cep to r es  

p e rm i t em  a  p as s agem  d e  cá t io ns ,  com o o  in f l ux o  d e  Ca + 2  e  N a +  e  o  

e f lu xo  d e  K +  d e  mo do  não  s e l e t iv o  e  a  f avo r  d o  g r ad i en t e  de  
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co n cen t r ação  ( B row n e  e t  a l . ,  20 10 ;  Y o u ng ,  2 01 0 ;  Co d do u ,  2011 ;  

K h akh  e t  a l . ,  2 0 11 ) .   

 

 En z im as  d e  m et ab o l i za ção  

O  A TP  ex t r ace lu l a r  p od e  s e r  a lv o  d e  ec t o enz i mas  q ue  h id r o l i s am  

n u c l eo t í d eos  m ul t i f os f a t ad os ,  con ve r t en do - o  em  s uas  m ol écu l as  

p r ecur so r as  e  p e r mi t in do  a  a t i v ação  d e  d i fe r en t es  r e cep to res  

p u r i né r g i co s  (S h i r l e y e t  a l . ,  20 09 ) .  E x i s t em  d i f e r en t es  enz im as  qu e  

r ea l i z am  es sa  h id r ó l i s e ,  va r i and o  em re l ação  à  su a  es t r u tu r a ,  su bs t r a to  

e  p r od u to  f in a l  da  ca t á l i s e ,  con fo rm e  sum ar i z ad as  na  f ig u r a  4 :   

e c t o - nu c leos íd eo - t r i f os f a t o - d i fo s fo h id r o l a s es  ( E -N TPD as e1 ,2 ,3 ,8 ) ,  

e c t on uc l eo t íd eo  p i r o f os f a t as e / f os f od ie s t e r a se  ( E -N PP1 ,2 , 3 ) ,  e c to - 5 ’ -

n u c l eo t i d as e  e  a  fo s f a t as e  a l c a l i n a  ( p a r a  r ev i s ão  Z immer m an n  e t  a l . ,  

2 0 12 ) .  
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Figura 4  –  Ectoenzimas que hidrolisa m ATP.  NTPDase 1 hidrol isa 

preferencialmente ATP em AMP + Ppi,  enquanto outras subtipos de NTPDase agem 

preferencialmente convertendo ATP em ADP + Pi .  As NPPs ta mbém rea lizam a 

hidrólise de purinas,  mas apresenta m diferente conformação proteica.  A eN -5’  

nucleotidase pro move a conversão de AMP em ADO + Pi.  Por sua  vez,  as fosfatases 

alcal inas podem agir em qualquer produto  de  purina.   

 

A l ém  d as  ec t oenz im as ,  co nv e rso r e s  ex t r ace l u l a re s  de  

n u c l eo t í d eos  p r om ov em a  t ro ca  d e  um  g r up am ent o  f os f a to  (P i )  d e  uma 

m ol écu l a  t r i f os f a t ad a ,  com o a  u r ac i l a  t r i f os f a t o  ( U TP ) ,  p a r a  u ma 

m ol écu l a  d i f os f a t ad a ,  co mo  o  A DP ,  l ev an do  a  fo rm ação  d e  ATP .  O  

m esmo  po d e  o co r r e r  n o  s en t id o  in v e rso ,  t r an s fo rm and o ,  p o r  ex em plo ,  

A TP  em  um  UTP  p e l o  mesm o p ro ces so  ( Z imm erm an ,  2 00 1) .  
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Receptores  purinérgicos  na glândula  pineal  

 E m 19 87 ,  exp e r im en to s  i n  v i vo  r e a l i z ad os  p o r  G h a r i b  e  

co l ab or ado r es  ( 198 7 )  d em on s t r a ram q u e  an i ma i s  t r a t ados  com 

ad eno s i na  ex ib i am n í v e i s  e l ev ado s  d e  m el a t o n in a .  P os t e r io rm en te ,  

S a rd a  e  co l abo r ado r e s  (1 98 9 )  d em on s t r a r am  qu e  a  g l ân du l a  p in ea l  

r e s po nd i a  a os  an á lo g os  de  ad en os in a  q u e  i nd i cav am  a  p r e s en ça  de  

r ecep t o re s  A2 .  Ou t r o  g ru po  d e  p es qu i s a  d em on s t ro u  qu e  p i nea ló c i tos  

e s t im ul ad os  com  ad eno s i n a  ap r es en t am  n í v e i s  au men t ado s  d e  AMPc,  

u m  e fe i t o  q u e  t amb ém  fo i  su g e r id o  co mo  d ep end en t e  d a  a t i v ação  de  

A 2  (N ik od i j ev i c  e  K l e i n ,  1 98 9 ) .  Po s t e r io r men t e ,  f o i  d em on s t r ad o  que  

o s  e fe i t os  d ecor r en t e s  d e  ad eno s in a  n a  g l ân du l a  p i nea l  e ram  m ed i ados  

p e lo  r ecep to r  A 2b  ( G h a r i b  e t  a l . ,  19 9 1) .  No  en t an to ,  a  l i t e r a t u r a  

m os t r ou - se  co n t ro v e rs a  n es t a  á r ea .  T r aba lh os  re i t e r a r am  as  

d emo ns t r açõ es  d e  qu e  ad en os i n a  aum en t a  o s  n í v e i s  d e  AM Pc ,  m as  qu e  

i s s o  n ão  r e f l e t i a  n o  au m en t o  n a  s ín t es e  d e  me l a to n in a  ( No n aka   

e t  a l . , 1 99 1 ;  N o rd i o  e t  a l . ,  1 99 1 ) .  

 A  r e sp e i t o  d a  p a r t i c ip ação  d os  r ecep to r es  p u r in é r g i co s  na  

s ín t e s e  de  i nd o l am in as ,  no ss o  g r upo  d e  p es qu i s a  d em on s t ro u  não  

ap en as  um  aum en to  d o  con t eúd o  d e  NA S  m ed i ad o  p o r  aden os in a ,  m as  

t am b ém  a  cap ac idad e  d a  g l ân du l a  p in ea l  a  r e sp on d er  a  e s t im ul ação  

p u r i né r g i ca  v i a  r e cep to r es  P 2  (F e r r e i ra  e t  a l . ,  1 99 4 ) .   

A  h i pó t e s e  da  co l ib e r ação  d e  A TP  e  no r ad r en l i n a  fo i  

f u n c io n a lm en t e  ev id en c i ad a  em  n os so  mo d e l o  a t r avé s  de  um  en s a io  
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q u e  p er mi t iu  a ce s s a r  amb os  os  t r an sm iss o r es  no  m et abo l i sm o  da  

g l ân du l a  p in ea l .  So b  e s t i mul ação  e l é t r i c a  t r ans mu r a l  d os  t e rmi n a i s  

n e r vo so s  q u e  i n e rv am  a  p i nea l ,  a  i n cub ação  co m  o  an t ag on i s t a   -

ad r ené r g i co  p r op r an o l o l ,  b lo qu eou  com pl e t am en t e  a  p r odu ção  d e  N AS ,  

en qu an t o  q u e  os  an t ago n i s t a s  d e  r ecep to r es  P 2 ,  PP A DS   

( d o  in g l ês ,  s ig l a  p a ra  “p yr i do xa lp ho s f a to - 6 -az op h en y - 2 ’ - 4 -

d i s u l f on a t e” )  e  s u r ami n a ,  b lo qu ea ram  p a r c i a l m en t e  es t a  p r od ução ,  

ap on t an do  p a r a  a  r e l ev ân c i a  f i s i o l óg i ca  d o  p ap e l  d a  co t rans mis são  

n o r ad r en é r g i ca - pu r i n é r g i ca  n es t e  s i s t em a  (M o r t an i -B a rb os a  e t  a l . ,  

2 0 00 ) .  Em  t r ab a lho s  s ub s eq u en t e s ,  i d en t i f i c amo s  q ue  o  au m en t o  d os  

n ív e i s  d e  NAS  m ed i ado  p e l a  e s t i mul ação  p u r in é r g i ca  é  dep end en t e  d a  

a t i v ação  d e  r ecep to r e s  P2 Y 1  (F e r r e i r a  e  M ark us ,  2 00 1 ;  P e t r i l l i ,  20 12 ) .   

A  e s t imu l ação  de s t e s  r e cep to r es  a t i v a  u m a  p r o t e í n a  G q  qu e  l ev a  

à  e s t i mul ação  da  f o s fo l ip a s e  C  ( P LC)  co m  g e r ação  d e  t r i f os f a t o  de  

i no s i t o l  ( IP 3 )  e  d i ac i l g l i c e ro l  ( DAG ) .  O  IP 3 ,  a tu and o  em s eus  

r ecep t o re s  no  r e t í cu lo  en do p l as má t i co ,  i n duz  a  l i b e ração  d e  Ca 2 +  

d e s s e s  es to qu es ,  t en do  com o co ns equ ên c i a  um aum ento  d a  

co n cen t r ação  in t r ace l u l a r  d e  C a 2 +  (Fe r r e i r a  e t  a l . ,  20 03) .  O  C a 2 +  e  o  

D A G  a t i v am  a  P KC ,  qu e  po t en c i a  o  aum en t o  do  AMPc  j á  i n duz i do  

p e l a  es t imu l ação  β - ad r en é r g i ca .  Es t e  e f e i t o  p od e  o co r re r  a t r av é s  d a  

f o s fo r i l a ção  d a  aden i l i l  c i c l as e  o u  da  p r o t e í n a  Gs .  O  C a 2 +  t em  um 

p ap e l  po t en c i ado r  d a  s í n t es e  d o  AMPc  i n t r ac e lu l a r  t am bém  po r  a tu a r  
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a t r av és  do  comp lex o  cá l c io / ca lm odu l i na  n a  a t i v ação  d a  ad en i l i l  

c i c l a s e  (Tz av ar a  e t  a l . ,  19 96 ) .  

S ur p r een den t em en te ,  ape s a r  do  p r ecu r so r  d a  m el a to n in a  es t a r  

au m en t ado  m ed i an te  a  e s t imu l ação  dos  r ecep t o r e s  P 2 Y 1 ,  n o ss o  g ru po  

d e  p e sq u i sa  obs e rv o u  n es t e s  ens a i os  um a r ed u ção  n o  con t eú do  de  

m el a to n in a  p or  m ecan i sm os  qu e  a in da  p r ec i s am  s e r  e s c l a r ec id os ,  uma  

v ez  q u e  n ão  fo r am  o bs e rv ad as  a l t e r açõ es  n o  p er f i l  d a  a t i v i dade  

enz im át i ca  d as  enz im as  A A - N AT  e  H IO M T (P e t r i l l i ,  20 12 ) .  

 O s  ev en t os  d eco r r en t e s  da  ca s ca t a  d e  r eaçõ es  a  pa r t i r  da  

a t i v ação  d e  r ecep t o re s  P2 Y 1  qu e  mo d u l am  a  fu n ção  p in ea l  e s t ão  

s um ar i z ad os  n a  f igu r a  a  s egu i r .  
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 Figura 5  –  Durante a  fase de escuro,  a  est imulação β 1-adrenérgica leva ao 

desprendimento da subunidade α da prote ína Gs,  at ivando a enzima adeni l i l  c ic lase 

que,  por sua vez,  atua convertendo AMP em AMPc. Isso leva a at ivação de  PKA que 

fosfor ila  CREB, pro movendo sua dimerização e l igação com o cofator CBP. E sse 

complexo migra para o núcleo e pro move a transcr ição gênica da enzima AA-NAT,  

que é rapida mente complexada co m a ch aperona 14-3-3 e  fosfor i lada pela  PKA, 

catali sando 5-HT em NAS e poster ior  conversão em melatonina pela enzima 

HIOMT.  A ativação de  recep tores P2Y 1  at iva a PLC,  levando a formação de DAG e  

IP3,  que leva m a um aumento dos  níve is  de Ca + 2  e  at ivação da PKC.  
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 R ecen t em en te  n os so  g r up o  d e  p es qu i s a  v em  d em on s t r an d o  que  

a s  enz im as  qu e  h i d r o l i s am  n u c l eo t íd eo s  ex t r ace lu l a r es  e s t ão  exp r es sas  

n a  g l ând u l a  p i n ea l  co m  um a  va r i a ção  t em po r a l  d e  su a  t r an s c r i ç ão  e  d e  

s u a  a t i v i d ad e  ca t a l í t i c a  q u e  s e  en co n t r am  aum en t ad as  n a  f as e  de  

e s cu ro ,  su g e r in do  q u e  d i f e r en t es  r e cep to r es  pu r i n é rg i co s  p od em s e r  

a t i v ad os  ao  lo ng o  do  d i a  n a  p in ea l  (O rn e l as  e t  a l . ,  2 01 3 ) .    

 C om  as  d emo ns t r açõ es  d e  q u e  a  g l ân du l a  p i n ea l  r e spo n de  a  

e s t im ul ação  pu r i né r g i ca  e  q u e  a  m e l a to n i n a  é  um  im po r t an te  

co mp on en t e  pa r a  a  f u n ção  im un o comp e t en t e ,  bus camos  av a l i a r ,  como 

o b j e t iv o  d e s t e  t r aba l ho ,  a  ex pr e s s ão  e  a  f u n c io n a l i d ad e  d o  r ecep t o r  

P 2X 7  em  n oss o  mod e lo ,  r e cep to r  com im po r t an t e  p ap e l  n a  m on t ag em 

d e  r es pos t as  i n f l ama t ó r i as  ( J u ng e r ,  201 1 ) .   

 

 

O receptor  P2X7 

 C ar a c t er í s t i cas  g e ra i s  

P r i me i r am en t e  de sc r i t o  p o r  B u i sm an  e  co l abo r ad o r es  (1 9 98 ) ,  o  

r e cep t o r  P 2 X7  f o i  c lo n ad o  a  p a r t i r  d o  cé r eb r o  d e  r a t os  e  i n t i t u l ado  

r ecep t o r  P2 Z  s en do  p os t e r i o rm en t e  i d en t i f i c ado  com o  u m  s u b t i po  de  

r ecep t o r  P2 X  ( Di  V i r g i l i o ,  1 99 5 ;  S ur p r en an t  e t  a l . ,  1 9 96 ) .  Em 

h um ano s ,  o  g ene  d o  r ecep to r  P2 X7  s e  en con t r a  n o  b raço  l on go  do  

c r om os so mo  1 2  (12 q 24 .3 1) ,  ap r es en ta  5 3kB  d e  com pr im en to  e  d i s t a  

2 3 kB  d o  g en e  d o  r ecep t o r  P2 X4  ( Kh ak  e t  a l . ,  20 01 ;  N o r t h ,  2002 ;  

Wi l e y e t  a l . ,  20 11 ) .  Su a  r eg i ão  p r omot o ra  ap r es en t a  s í t i o s  d e  l i g ação  



24 

d e  in t e r e s s e  p a r a  p r o ce sso s  ce lu l a r e s  co mo  a  m i t og ên es e  e  ap op to se ,  

a l ém  d e  um  s í t i o  d e  l i g ação  p a ra  NF -k B (Wi l ey e t  a l . ,  2 01 1 ) .  Em 

r o edo r es  e  em hum ano s ,  s u a  es t ru tu r a  ap r es en t a  5 95  ami no ác i do s ,  

s end o  o  ma i s  ex t en so  d os  r ec ep to re s  p u r in é r g i co s  (V o lo n t é  e t  a l .  

2 0 12 ) .  

E m  d eco r r ên c i a  d a  a t i v ação  do  r ecep t o r ,  é  g e r ad a  u ma  co r r en t e  

ag ud a  ( I1 ) ,  q u e  p e rm i t e  o  i n f l ux o  n ão - s e l e t i vo  de  cá t io ns  co mo  C a + 2  e  

N a + ,  o  e f l ux o  d e  K +  ( B r o wn e  e t  a l . ,  20 10 ;  Y ou ng ,  2 0 10 )  e  um a 

p os s í v e l  p e rm ut a  d e  C l -  (E g an  e t  a l . ,  20 06 ;  Bu r ns to ck ,  20 08 ) ,  

r e s p e i t an do  as  d i fe r en ças  d os  r es pec t i vo s  g rad i en t es  e l e t r oq u ími cos .  

 E m  cas o  d e  um a  es t im ul ação  con t in uad a  ou  em  fu n ção  d e  um 

e s t ím ulo  m ai s  po t en t e ,  o co r r e  um a  co r r en t e  t a rd i a  ( I2 )  e  a i n da  m ai s  

a cen t u ad a  d o  qu e  a  p r im ei r a ,  m om ent o  no  q u a l  o  r e cep to r  p e rmi t e  

n o vam ent e  a  p a s s ag em  d e  í on s ,  a l ém  d e  p os s i b i l i t a r  t amb ém  a  p e rm uta  

d e  mo lécu l as  d e  a l t o  p eso  mo lecu l a r ,  com o  o s  co r an tes  Y O -PR O1,  

b r om et o  d e  e t íd io ,  o u  o  í on  o rg ân i co  N M D G ( do  in g l ê s ,  s ig l a  pa r a  N -

m e th y l - D -g lu cam ine ) ,  p e r mi t in do  a  p a s s ag em  d e  mol écu l as  de  a t é  

9 0 0D a  ( Sp e r l ág h  e t  a l . ,  20 06 ;  B u rns tock ,  20 08 ) .  

 E m  en s a io s  d e  a t i vação  do  r ecep to r  P2 X 7  com  b l oq u eado r e s  d a  

a t i v i d ad e  d e  can a i s  p an ex in a -1 ,  f o i  d em on s t r ad a  um a  in ib i ção  da  

p a s s ag em  d e  mol écu l as  a l t o  p es o  mo l ecu l a r ,  m as  n ão  d e  I2 ,  s us c i t ando  

q u e  o cor r e  u m a su bs e r v i ên c i a  d a  abe r tu r a  d e  can a i s  de  p anex i n a -1  

p e l a  a t i v id ad e  d o  P 2X 7  e  q u e  e s se  f en ôm en o  é  i n dep end en t e  da  

g e r ação  d e  co r r en t e  e l é t r i c a  ( Y an  e t  a l . ,  2 00 8 ;  Marq u es - d a-S i l va   
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e t  a l . ,  2 01 1 ) .  O u t ro s  es tu do s  ap on t am  q ue  o s  c an a i s  de  p an ex in a  são  

p e rm eáv e i s  aos  co ran t es  c a t i ôn icos ,  mas  n ão  ao s  an i ôn i co s ,  s en do  que  

a  p a s sag em  d es t es  é  a t r i bu íd a  a  um a  e s t ru tu r a  ch am ad a  p o ro  Z  

( S ch ach t e r  e t  a l . ,  20 0 8 ,  r ev i s to  p o r  P e l eg r in ,  20 11 ) .  

 D e  acor do  co m o s  n ov os  com po nen t es  d es s e  com pl exo  e  

o bs e r v an do  os  r es u l t ado s  d a  c r i s t a l og ra f i a  a ce r ca  do s  s í t i o s  d e  l i g ação  

p a r a  A TP  (K aw at e  e t  a l . ,  2 00 9 ) ,  f o i  p r op os to  um  no vo  m od e lo  p a ra  

e s s e  s i s t em a .   

 N a  aus ênc i a  d e  A TP ,  o  re cep to r  s e  enco n t r a  s i m ét r i co  e  f e ch ado .  

Q u and o  a  p r i me i ra  m ol écu l a  d e  AT P  s e  l i ga  ao  s í t i o  de  a t i v ação  há  

u m a  m ud ança  conf o rm ac i on a l ,  l ev and o  o  recep t o r  p a ra  u m  es t ado  

a s s im ét r i co  f ech ado .  A  l i g ação  d e  uma  s eg un d a  m ol écu la  d e  A T P  l e va  

o  can a l  a  um  es t ado  co n fo rm ac i on a l  a s s im é t r i co  ab e r t o ,  p e rm i t i nd o  a  

p r im ei r a  co r r en te  i o n o t ró p i ca  e  d imi nu in do  a  a f i n i d ad e  d a  l i gação  de  

u m a  t e rce i r a  mol écu l a  d e  ATP .  Q uan do  o co r r e  a  l i gação  de  uma 

t e r ce i r a  mo l écu l a  d e  ATP  o  r ecep t o r  a t i n g e  um  nov o  es t a do ,  o  

s im ét r i co  ab er to  ( Y an  e t  a l . ,  20 1 0) .  N es t e  e s t ad o ,  o co r r e  o  

d e sp r end i men t o  d as  mio s i n as  não  mu s cu la r e s  ( M NN )  p e rm i t i nd o  o  

t r á f eg o  p e lo s  c ana i s  d e  p an ex i n a -1  e  po r o  Z .   

 O s  ev en tos  d e  a t i vação  d o  P 2X 7R  e s t ão  s um ar i z ad os  n a  f i gu r a  a  

s egu i r .  
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Figura 6 –  Eventos da at ivação do  receptor  P2X7.  No momento 1,  as  concentrações 

extra e intrace lular dos co mpostos dispostos encontra -se em seus níveis basa is ,  de 

modo que  os sít ios de l igação para  ATP estão  vazios.  Estado s imétrico fechado.  No 

mo mento 2,  tem-se a  l igação de uma molécula de ATP no s ít io  do receptor P2X7,  

mas não há permuta  iônica,  muito  embora já  ocorra uma mudança  conformacional 

do receptor.  Estado assimétrico e fechado.  No mo mento 3,  co m a l igação de  duas 

moléculas de ATP, ocorre a abertura do  receptor e a  permuta iônica de compostos 

de baixo peso molecular (I1) .  Estado ass imétrico aberto.  No momento 4,  com a 

l igação da terce ira molécula de ATP, tem -se uma corrente iônica sustentada ( I2)  e  o  

desprendimento das NMM e a abertura dos  canais de panexina -1  e do poro Z,  

permitindo a passagem de co mpostos de a lto  peso molecular .  Estado s imétr ico 

aberto .  
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 F arm a co lo g ia  d o  recep t or  P 2X 7  

 U m a  no t ó r i a  c a rac t e r í s t i c a  do  r ecep to r  P2 X7  em  re l ação  aos  

d e m ai s  r e cep t o re s  P 2  é  q u e  su a  a t i v ação  n ão  o co r r e  em  co n cen t r ações  

i n fe r io r es  a  1 0 0  μM de ATP ( S pe r l ágh  e t  a l . ,  20 06 ;  Khak h  e  N o r th ,  

2 0 12 ) ,  d e  m od o  q ue ,  c l as s i cam en t e ,  a  l i t e r a tu r a  d i s t i n gue  s eus  e f e i tos  

p e l a  u t i l i z ação  d e  e l evad as  co n cen t r açõ es  d e  A TP  d a  o rd em d e  1  mM 

o u  su pe r io r  ( J aco bs on ,  e t  a l . ,  2 00 2 ;  D o nn e l l y - R o b e r t s  e  J a r v i s  20 07 ,  

D o nn e l l y- R o b e r t s  e t  a l . ,  20 09 ) .  Ta i s  co n cen t r açõ es  são  r eq ue r idas  

p a r a  qu e ,  em  pH  neu t r o  ou  f i s i o ló g i co ,  h a j a  s u f i c i en t e  f o rm ação  de  

A TP - 4 ,  q ue  é  o  l i g an t e  end óg eno  d e s t e  r e cep t o r  (Go r do n ,  19 86 ;  

S p ér l ag h  e t  a l . ,  200 6 ;  C od do u  e t  a l . ,  2 0 11 ) .  

 U m a  d as  a l t e rn a t iv a s  p a r a  a  a t i v ação  d o  r ecep to r  P2 X 7  em 

en s a io s  ex p e r im en ta i s  v em  s en do  a  u t i l i z ação  d o  an á lo g o  s i n t é t i co  

2 ’ 3 ’ - ( b enz o i l -4 - b enz o i l ) - ad eno s i na - 5 ’ - t r i fo s f a to  ( BzA TP ) ,  ago n i s t a  

m ai s  p o t en t e  d es t e  r e cep t o r  ( Do nn e l ly - R o b e r t s  e t  a l . ,  20 0 9) .  O u t ros  

ag on i s t a s  co mu ns  pa r a  o s  r ecep t o r e s  P2 ,  d i f e r en t es  d e  A TP  ou  BzATP,  

ap r e sen t am  nu l a  o u  b a ix í s s im a  a f in id ad e  p a r a  a t i va r  o  r ecep to r  P 2X7,  

em bo r a  a  es t im ulação  p ro l on g ad a  co m  ag on i s t as  m en os  p o t en tes  

t am b ém  s e j a  u m a d os  p oss ív e i s  m ecan i sm os  d e  a t i v ação  (N o r th  e  

S ur p r en an t ,  20 00 ;  Sp e r l ágh  e t  a l . ,  2 0 06 ;  Do nn e l l y - R o b e r t s  e t  a l . ,  

2 0 09 ;  Kh ak h  e  No r th ,  2 01 2) .  

 O  an t ago n i s mo  d o  r ecep to r  P 2X 7  é  o u t r a  q u es t ão  qu e  m er ece  

d e s t aq u e .  Es s e  cam po  a t é  p o u co  t em po  ca rec i a  d e  b lo qu eado res  

s e l e t i vos ,  d i f í c e i s  d e  o b t e r  v i s to  q u e  h á  g r and e  d i f e ren ça  d e  r e s po s t a  
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en t r e  os  m o de lo s  ra t o ,  c am un do ng o  e  h um ano  ( Vi rg in i o ,  e t  a l . ,  19 97 ;  

B i an ch i  e t  a l . ,  199 9 ;  H ib e l l  e t  a l . ,  2 0 01 ) .  B l oq u ead ore s  com un s  a  

o u t r os  s ub t ip os  d e  r ecep t o r e s  P2 ,  co mo  su r ami n a  e  o  PP AD S ( do  

i ng lê s ,  s i g l a  p a ra  p yr i do xa l ph os f a t o -6 -a zo ph en y -2 ’ -4’ - d i su l fo na te )  

ex ib em  p ou ca  o u  n enh um a  ação  so br e  o  r e cep to r  P 2 X7  ( J aco bson   

e t  a l . ,  2 00 2 ) ,  o  q ue  t am bém po d e  s e r  u t i l i z ado  p a r a  c a rac t e r i z a r  s eu  

e f e i t o .  A n t ag on i s t a s  com um en t e  u t i l i z ados  q u e  ap r es en t am  r e l a t iv a  

p o t ên c i a  e  s e l e t i v id ad e  s ão  o  B r i l l i an t  B lu e  G  (BB G ) ,  1-[N,O-bis(5-

isoquinolinesulfonyl)-N-methyl-L-tyrosyl] -4phenylpiperazine ( K N 62 ) ,  e  o  

A TP  2 ’ ,3 ’ -d i a ld e ído  (o x i AT P)  (V ol on té  e t . a l ,  20 12 ) .  

O  BBG  é  um  an tag o n i s t a  n ão - com p et i t i vo ,  t r i n t a  a  c in q uen ta  

v ez e s  m ai s  s e l e t i vo  em  r a to s  d o  qu e  em  h um an os  o u  em  cam un do ng os  

( H ib e l l  e t  a l . ,  20 00 ;  J i ang  e t  a l . ,  2 000 ) ,  q ue  o f e r ece  b a ix a  t ox i c id ade  

e  é  c ap az  d e  a t r ave s s a r  a  b a r r e i r a  h em at o en ce f á l i c a  ( Iw am aru  e t  a l . ,  

2 0 12 ) .  O  K N 62 ,  ou t ro  an t ag on i s t a  não - comp e t i t i vo ,  f o i  o  p r im ei ro  

an t ag on i s t a  s e l e t i vo  a  s e r  i d en t i f i c ado  e  é  ma i s  po t en t e  em  hum anos  

d o  q u e  em  r a to s  ( Ga r g e t t  e  Wi l e y,  1 997 ) .  A  u t i l i z ação  d e  o x i ATP  (do  

i ng lê s ,  s ig l a  p a r a  o x id i z ed A TP ) ,  u m i n ib id o r  i r r ev er s ív e l ,  dem an da  

u m a  in cub ação  p r év i a  m ai o r  ( a t é  2h )  e  c au t e l a  po r  s e r  c i t o t óx i co ,  

i n t e r fe r in do  co m  v i a s  d e  s in a l i z ação  co mu ns  à  i n f l amação  (M u rg ia  

 e t  a l . ,  19 93 ;  S pe r l ág h  e t  a l . ,  19 98 ;  Be i g i  e t  a l . ,  20 03 ;  D i  V i r g i l i o  e t  

a l . ,  2 00 3 ) .  R ecen t em en t e ,  an t agon i s t a s  m ai s  es pec í f i cos ,  co m 

a t i v i d ad e  co mp et i t i v a ,  v em  s en do  es tud ado s  e  d es env o lv id o s  (Wi le y  e t  

a l . ,  2 01 1 ) .  
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 S i na l i z ação  in t r ace lu la r  

 M ui to  a l ém  d a  p e rm ut a  i ôn i ca ,  d iv e r s os  s ão  os  ev en tos  

i n t r ace lu l a r e s  de s en cad ead os  p e l a  a t i v ação  do  r ecep to r  P 2 X7  como ,  

p o r  ex em plo ,  a  a t i v ação  d e  P KC,  um a  v i a  comum  a  f un çõ es  

n o rm al men t e  a t r i bu íd a s  a  r ecep t o r es  m e tabo t ró p i co s  ( B rad fo r d  e  

S o l t o f f ,  20 02 ;  Wi ley  e t  a l . ,  20 11 ) .  

U m a  d as  p r in c i p a i s  d i s t i n çõ es  do  r ecep to r  P2 X 7 é  a  p r esen ça  de  

u m a  p or ção  C - t e rmi n a l  co mp os t a  po r  u m a  cad e i a  d e  23 9  ami no ác idos ,  

o  qu e  é  en t r e  du as  e  d ez  v ez es  m a io r  d o  q u e  a  ob s e r v ada  n os  dem ai s  

r e cep t o re s  P 2 X,  (Sp e r l ágh  e t  a l . ,  2 006 ) .  Es t a  p o r ção  es t á  a s so c i ad a  a  

d iv e r s a s  c a r ac t e r í s t i c a s  b i o f í s i c a s  do  r ecep to r  (Ro g e r  e t  a l . ,  2 01 0 ) ,  

i n c lu s i v e  f un çõ es  t o p og ên i cas ,  ex er cen do  co n t r o l e  so br e  o  t r á f ego  

p a r a  a  m emb r ana  e  s u a  e s t ab i l i z ação  (D en l in g er  e t  a l . ,  20 0 3 ;  Sm ar t  e t  

a l . ,  20 03 ;  B ece r  e t  a l . ,  2 00 8 ) .  S í t i o s  d e  f os fo r i l ação  e  de f o s f o r i l a ção  

n a  po r ção  C - t e rmin a l ,  a l ém  d e  co r re l açõ es  com  o  m et abo l i sm o  d e  

l i p í d i os ,  t amb ém  s ão  co nh ec i do s  e  d e sc r i t o s  ( C o s t a - J un i o r ,  2 01 1 ) .   

  In t e r e s san t em en t e ,  D en l i ng e r  e  co l abo r ado r es  ( 2 00 1)  

d emo ns t r a r am  a  p re s en ça  d e  d i v e r s os  d o mí n io s  d e  i n t e re s s e  de  v i as  

r e l a c i on ad as  à  i n f l am ação ,  co mo  um  s í t i o  p a r a  LPS ,  en t re  o s  r es í du os  

5 7 3  e  5 90 .  E ns a i os  es p ec í f i co s  d em on s t r a r am  q ue  o  LP S  d e  f a to  se  

l i g a  a  es s e  s í t i o ,  o  q u e  d em an d a  a  i n t e r n a l i z ação  do  LP S  ( D en l i g e r  e t  

a l . ,  2 00 1) .  A  e s s e  r e s p e i t o ,  s ab e - s e  qu e  o  T LR 4  é  i n t e rn a l i z ad o  p a r a  

d e f l ag r a r  p a r t e  d e  s u a  ca s ca t a  d e  reaçõ es  a  p a r t i r  d e  s u a  l i g ação  com 
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LP S  ( K ag an  e t  a l . ,  2 00 8 ;  T an i mu r a  e t  a l . ,  2 00 8) .  Al ém  d i s s o ,  em 

m ac ró f ago s  é  p os s ív e l  en co n t r a r  LP S  i n t r ace lu l a r m en t e  d i sp os t o  t an to  

em  o rg an e l as  com o  no  c i t op la sm a  ( M a th i s on  e  U lev i t ch ,  19 79 ;  

K i t ch en s  e t  a l . ,  199 8 ) .  

 N ess e  con tex t o ,  a  i n t e r ação  en t r e  o  r e cep to r  P 2X 7  e  

aco me t im en t os  i n f l am a tó r i os  é  a lv o  d e  d iv e r s os  e s tu d os .  H o je ,  

en t en de - s e  q u e  p a r a  o  d e s en cadea r  ap ro p r i ad o  d a  r e sp os t a  

i n f l am at ó r i a  é  n eces s á r i a  a  so m ação  de  s i na i s  PA MP s  e  D A MPs ,  como 

o  A TP .  A  u t i l i z ação  d es s a  mo l écu l a  co mo  um a  fo rm a  d e  a l e r t a  de  

p e r i go  é  ex ce l en te ,  d ad as  con j ec t u r a s  d e  s u a  b a i x a  co n cen t r ação  

ex t r ace l u l a r ,  a l t a  con cen t r ação  c i to p l asm á t i ca /v e s i cu l a r  e  su a  

u b i qu id ad e  n os  d i fe r en t e s  m od e lo s  ce l u l a r es  ( K hakh  e  N o r t h ,  2 00 6 ;  

F e r r a r i  e t  a l . ,  20 06 ;  Di  Vi r g i l i o ,  2 0 07 ;  J u ng e r ,  20 11 )  

 H á  m ai s  d e  v i n t e  an os  j á  é  co nh ec i d a  a  a t i v ação  d e  fo s fo l i pa se  

D  ( P LD )  em  m ac ró f ag os  mu r i no s  po r  u m  m ecan i s mo  in dep end en t e  do  

i n f lu xo  o u  d a  e l ev ação  do s  n ív e i s  i n t r ace l u l a r es  d e  cá l c io  (E l -

M o at as s im  e  Du b yak ,  1 99 2 ) .  A  p a r t i c i p ação  do  r ecep to r  P 2 X7  em 

p r o cess os  de  d e f e sa  in t r ace l u l a r  é  conh ec id a ,  v i s to  q u e  ra t os  kn o ckou t  

p a r a  o  r e cep to r  ap re s en t am  fo r t e  i n ap t i d ão  em  comb a t e r  u m a  in f ecção  

ce l u l a r  i n duz i d a  pe l o  b ac i lo  C a l m et t e - G u é r in  (B CG ) ,  um  mecan i s mo  

d ep en d en t e  d a  f us ão  d e  l i so s s omo s  com  f ag os so mos  e  da  a t i v i d ad e  d e  

P LD  ( F a i rb a i r n  e t  a l . ,  2 00 1 ) .  

 A  r e l ação  d o  r ecep t o r  em  qu es t ão  com  a  m on t ag em  d a  r e s po s t a  

i n f l am at ó r i a  t amb ém  p od e  s e r  ob s e r vad a  em  m acr ó f ag os  R AW  2 64 .7 ,  
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q u e ,  qu and o  es t imu l ad os  com  LP S ,  l i b e r am  A TP  e  N O.  A l em  d i s so ,  

e s s a  l i b e r ação  d e  N O  f o i  i n ib id a  p e lo  an t ago n i smo  d o  r ecep t o r  P 2X7 

( Sp e r l ágh  e t  a l . ,  19 9 8) .  Ta i s  d ad os  re f l e t em  um  po ss íve l  p ap e l  dos  

P AMP s ,  co mo  o  LP S ,  em  p ro mo v er em  a  a t i v ação  de  r ecep to res  

p u r i né r g i co s  p o r  i nd uz i r em  a  l i b e r ação  d e  A TP  au t o c r in am en t e  (W i l ey  

e t  a l . ,  20 11 ) .  

 A  cap ac i dad e  d o  LPS  d e  a t i va r  a  t r an s l o cação  d os  d ímer o s  d e  

N F -kB  p e l a  v i a  c l ás s i c a  es t á  bem  e s t ab e l ec id a  (B eg  e t  a l . ,  1 99 5 ;  S un  

e  Le y,  2 0 0 8 ;  d a  S i lv e i r a  C ruz - Machad o  e t  a l . ,  20 10 ) ,  o  q ue  é  um 

e l em en t o  regu l ad or  d a  mo n t agem  da  r e s po s t a  i n f l ama t ó r i a  (Wi l ey  

 e t  a l . ,  20 11 ) .  A  cap ac id ad e  do  recep to r  P 2X 7  em a t iv a r  a  v i a  d o  N F -

k B t amb ém  j á  fo i  d em on s t r ad a  ( Fe r r a r i  e t  a l . ,  1 99 7 ) .  E ss e  é  um 

p r o cess o  ch av e  en vo lv id o  n a  h ab i l i d ade  d es t e  r e cep to r  em  p r om ov e r  a  

m at u r ação  e  a  l i b e r ação  d e  IL - 1 β  e  I L - 1 8  ( F e r r a r i  e t  a l . ,  2 00 6 ) .  M ai s  

r e cen t em en t e  fo i  dem on s t r ad o  em  cé lu l as  HE K  2 93  q u e  o  r ecep t o r  

P 2X 7  é  cap az  d e  a t i v a r  NF -kB  p o r  u m a  s in a l i z ação  dep end en t e  de  

M yd 8 8  ( d o  in g l ês ,  s i g l a  p a r a  "mye l o i d  d i f f e ren t i a t i on  p r i m ar y 

r e s po ns e  g en e  8 8 " )  ( Li u  e t  a l . ,  2 01 1) .  

 E s t e s  p a r ecem  s e r  d eg r au s  d a  cas ca t a  d eco r r en t e  d a  a t i vação  do  

r ecep t o r  qu e  i nc lu i  t am b ém  a  a t iv ação  de  N A LP 3 ( do  in g l ê s ,  s i g l a  

p a r a  N AC HT ,  LR R  a n d  PY D  do ma in s -co n t a i n in g  pro t e in  3 )  q u e  r ec r u t a  

o  ad ap tado r  p ro t e i co  ch am ad o  ASC  (d o  i ng lê s ,  s i g l a  p a r a  a po p to s i s -

a s s o c i a t ed  sp eck - l i k e  pr o t e i n  co ta in in g  a  C - t e rmi na l  cas pa se  

r ec ru i tm en t  d o main ) ,  d e f l ag r and o  n a  a t iv ação  do  i n f l am oss om a 
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( M ar i a t h as an  e t  a l . ,  20 04 ) .  Es s a  casca t a  l ev a  a  m at u ração  d e  p ró -

ca s p as e  1  em  ca spas e  1 ,  o  q ue  é  um  ev en t o  d ep end en t e  d o  e f lu xo  de  

K +  e  e s s en c i a l  p a r a  a  m a t u r ação  das  i n t e r l eu c in as  ( P i cc i n i  e t  a l . ,  

2 0 08 ) .  

E x i s t e  t am b ém  u ma  a l ça  d e  r eg u l ação  no  s en t id o  o pos t o .  Em 

m ac ró f ago s  d e  m u r in os ,  o  p r é - t r a t am en to  com  LPS  a l i ad o  a  

e s t im ul ação  p u r iné r g i ca  l eva  a  a t i v ação  d e  ca sp as e  1  p o r  um 

m ecan i sm o  d ep enden t e  d o  e f l ux o  de  K +  e  i n d ep end en t e  d e  C a + 2 ,  

cu lmi n an do  n a  t r an s l o cação  d e  NF - kB ,  u m a  v ez  qu e  a  u t i l i z ação  de  

i n i b id o r es  d es s a  v i a  i mp ed i u  a  a t i v ação  d e  ca sp as e  1  (K ah l enb e r g  e  

D u b yak ,  2 00 4 ;  K ah l enb e rg  e t  a l . ,  20 05) .  

 E m  r e l ação  à  p r od ução  d e  c i t o c in a s ,  a  s in a l i z ação  d ecor ren t e  do  

r ecep t o r  P 2 X7  l ev a  a  a t i v ação  d e  M AP Ks  p or  um m ecan i smo  

d ep en d en t e  d e  C a + 2 ,  p r omo v en do  um  au m ent o  d e  R N Am e  s í n t es e  de  

n o vo  d e  T NF  n a  mi c ro g l i a  de  r a to s ,  s em r eq u e re r  u m pr é - t ra t am en to  

co m LP S ,  con f i gu ran do  o  A TP  com o u m e s t í mul o  abs o lu to  p a r a  es s e  

f en ôm en o  (H id e  e t  a l . ,  20 00 ) .  Em  t r ab a lh os  p os t e r io re s ,  o  m esmo 

g r up o  d e  p es qu i s a  d em on s t ro u  qu e  a  s í n t es e  d e  TNF  dep end en t e  do  

r ecep t o r  P 2 X7  s e  co ns t i t u i  em um  f a to r  n eu ro pr o t e t o r  (S uzu k i  e t  a l . ,  

2 0 04 ) .  In t e r e s s an t em en t e ,  a  l i t e r a tu r a  ap on t a  q ue  a  s ín t e s e  d e  TNF 

i nd uz  a  um a  ex pre s s ão  aum en t ad a  d o  r ecep to r  P2 X7 ( Z o u  e t  a l . ,  

2 0 12 ) .  

 É  i n t e r es san t e  o bse r v a r  qu e  a  m od u lação  p ur in é rg i ca  so b r e  a  

p r od u ção  d e  c i to c in a s  p od e  v ar i a r  d e  aco r do  co m  o  mod e lo  ce l u l a r .  
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E m  as t ró c i to s  co r t i c a i s ,  p o r  ex em pl o ,  a  p r od u ção  d e  TN F,  i n duz ida  

p e l a  es t im ul ação  p o r  LP S ,  é  i n ib i da  p e l a  e s t i mul ação  p o r  A TP  e  

Bz AT P ( Ku r ch e r  e  N ea r y,  2 0 0 5)  s eme lh an t e  ao  o bs e r v ad o  em 

m ac ró f ago s  p e r i t on i a i s  ( Hask ó  e t  a l . ,  2 00 0 ) .  A  e s s e  r e sp e i to ,  a  

u t i l i z ação  d e  an t ag o n i s t a s  do  r ecep to r  P2 X7  i n ib in do  a  s ín t es e  de  

c i t o c i n as  é  ob s e r vad a  em  m od e l os  i n  v i t ro  (C l a rk  e t  a l . ,  2 01 0 )  e  i n  

v i vo  ( Go ur in e  e t  a l . ,  20 05 ) .  

 A p esa r  d e  s eu s  e f e i tos  b em  es t ab e l ec i do s  com  r e l ação  à  m or t e  

c e l u l a r ,  a  e s t i mul ação  d o  recep to r  P 2X 7  an t ag on i cam en te  t em  t am bém 

p a r t i c ip ação  r e l ev an t e  em  múl t ip lo s  p r oce ss os  f av o ráv e i s  a  

v i ab i l i dad e  ce l u l a r ,  co mo  n o  c r es c im en to  de  cé l u l as  H E K  tu mo ra i s  

( A d i no l f i  e t  a l . ,  2 0 12 ) ,  d i f e r en c iação  em  cé l u l a s  em b r i on á r i as   

( G l as e r  e t  a l . ,  2 01 2)  e  n a  p r o l i f e r ação  e  a t i v ação  ce lu l a r  em  mi c ro g l i a  

( M on i f  e t  a l . ,  20 09 ;  M on i f  e t  a l . ,  20 10)  e  cé lu l a s  T  ( Yi p  e t  a l . ,  20 09 ) .  

 In t e r e s s an t em en te ,  a  c ap ac id ad e  d e  m on ó c i t os  e  d e  m ac r ó f agos  

d e  f ago c i t a r  p a r t í cu l as  n ão  o ps on iz adas  é  m ed i ad a  p e l o  recep t o r  P2X7 

em  as so c i ação  com  a s  N MM ,  com o a s  b ac t é r i as  Es cher i ch i a  co l i  e  

S ta ph y l o co ccus  au r eu s ,  v i va s  o u  m o r t as ,  p o r  um  mecan i smo  

i nd ep en den t e  d a  fo r mação  d e  p o ro  o u  do  t r á f i co  iô n ico  ( G u  e t  a l . ,  

2 0 10 ) .  A  p ar t i c i p ação  no  p ro ces so  d e  f ag o c i t os e  é  t ambém  ob s er v ada  

m esmo  q u an do  o  recep t o r  encon t ra - se  em  s u a  f o r ma  i na t i v a ,  s em  s e r  

e s t im ul ad o  p or  ATP  ao  s e  o bs e r va r  qu e  o  r ecep to r  P2 X7  s e  comp o r t a  

co mo  um  sequ es t r ad o r  d e  e sp éc i e s  r ea t i v as ,  c a r ac t e r í s t i c a  d u a l  d es t e  
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r e cep t o r  um a  v ez  q u e  s u a  a t iv ação  l ev a  a  l i b e ração  d e  R OS,  po r  

ex empl o ,  em  mi c rog l i a  ( G u  e t  a l . ,  20 11 ;  B a r t l e t t  e t  a l . ,  20 1 3) .  

 A  exp r es s ão  do  recep t o r  P2 X7  é  v i r tu a lm en te  ub í qu a ,  com 

g r and e  i n c id ên c i a  em  n eur ôn io s  e  c é lu l a s  d e  d e f esa  em  g e r a l  e  

i mp or t an t e  p ap e l  n o  S NC  a t rav és  d a  m od u l a ção  em  mi cr og l i a   

( B i an co  e t  a l . ,  20 06 ;  J un g er ,  2 01 1 ;  Vo lo n t é  e t  a l . ,  20 12 ;  Wi l e y e t  a l . ,  

2 0 11 ) .  

 P o r  f i m ,  o  l ev an t am en to  t eó r i co  aq u i  r e a l i z ad o  i n t en tou  

d emo ns t r a r  a  r e l ev ân c i a  do  r ecep t o r  P 2X 7  e  d a  m ela t on i n a  como 

au t ên t i cos  m ed i ado r e s  d a  m on t ag em  d a  re sp os t a  i n f l am at ó r i a  em 

d i fe r en t es  con t ex to s  e ,  como  ob j e t i vo  d es t e  t r aba lho ,  b us cam os ,  

p o r t an to ,  c a rac t e r i z a r  a  ex p re s s ão  e  a  f u n ção  do  r ecep to r  P 2X 7  s ob re  

a  s í n t es e  d e  in do lam in as  e  d e  TN F n a  g l ân du l a  p in ea l .  
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Objetivos 

O  ob j e t i vo  g e r a l  d es t e  t r ab a lh o  f o i  c a rac t e r i z a r  o  r e cep to r  P2 X7  

n a  g l ân du l a  p i nea l  de  r a t o  a t r av és  d a  an á l i s e  d e  du as  r e sp os t as  

f u n c io n a i s :  a  s ín t e s e  d e  in do l ami n as  e  a  p ro du ção  de  T NF  p e la  

g l ân du l a  p in ea l .  P ar a  t an t o ,  av a l i amo s :  

 

  A  p re s en ça  d e  t r ansc r i t o s  P 2r x7  na  g l ân d u l a  p in ea l ;  

  A  ex p re s s ão  p r o t e i ca  do  r ecep to r  P2 X 7  em  p in ea ló c i to s  

i so l ado s ;  

  A  p ro du ção  d e  m el a to n in a  e  s eu  p r ecu rs o r  N -

ace t i l s e ro t on in a  em  g lând u l a s  p i n ea i s  em  cu l tu r a  

e s t im u l ad as  com  i so p r en a l in a  na  aus ên c i a  e  n a  p r es en ça  d e  

co n cen t r ações  c r escen te s  do s  ago n i s t as  ATP  e  Bz A TP;  

  A  p r o du ção  d e  m ela t on i n a  em  g l ân du la s  p in ea i s  em  cu l tu r a  

p r é - t r a t ad as  co m  os  an t ag on i s t a s  s u r am in a  e  K N 62  e  en t ão  

e s t im u l ad as  com  i so p r en a l in a  na  aus ên c i a  e  n a  p r es en ça  d e  

A TP ;  

  O  e f e i t o  d a  es t im ulação  p ur in é rg i ca  so b r e  a  me t ab o l i z ação  

d e  m el a to n in a  em g l ând u l as  p in ea i s  em  cu l tu r a ;  

  O s  m ecan i s mos  in t r ace l u l a re s  en vo l v i do s  n a  es t im ul ação  

p u r i né r g i ca  em g l ân d u l as  p i n ea i s  em  cu l t u r a ;  

   O  e f e i to  d a  ad eno s i n a  so br e  a  s ín t es e  d e  m el a to n in a ;  
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  A  p r od u ção  d e  TN F  em  g l â nd u l as  p i n ea i s  em  cu l tu r a  

e s t im ul ad as  com  co n cen t r ações  c r es cen t es  d e  ATP  e  

Bz AT P;  

  A  p r od u ção  d e  TN F  em  g l ând u l as  p i n ea i s  em  cu l tu r a  

e s t im ul ad as  com LP S  e  en t ão  com  co n cen t r açõ es  

c r e s cen te s  d e  A TP  e  BzA TP;  

  A  p ro du ção  d e  T NF  em  g lând u l a s  p in ea i s  em  cu l tu r a  p r é -

t r a t ad as  com  os  an t ag on i s t a s  BBG  e  K N 6 2  e  en t ão  

e s t im u l ad as  com LPS .  
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Material e métodos 

 Animais  

F or am u t i l i z ad as  ra t os  ( R at t us  n o verg i cu s )  m acho s  e  f êm eas  p r é -

p ú be r e s ,  de  l i nh agem  Wi s t a r ,  p es ando  en t r e  18 0  e  2 10 g ,  p ro v en ien tes  

d o  b i o t é r i o  do  In s t i t u t o  d e  B io c i ên c i as  d a  Un i v e rs i d ad e  d e  S ão  P au lo .  

O s  an i m ai s  fo r am  a l o j ad os  em  g a i o l as  de  po l ip r op i l en o ,  m an t id a s  em 

s a l a  com  t em p er a tu r a  e  umi d ad e  co n t ro l ad as ,  r e c eb en do  ág u a  e  r a ção  

a d  l i b i t um .  O  c i c lo  c l a ro - es cu ro  emp r eg ad o  fo i  o  d e  1 2 / 12  h  ( luzes  

a ce s as  à s  0 6h  e  ap ag ad as  à s  1 8h ) ,  s en do  o  h o rá r io  d e  acen de r  das  

l uz es ,  co ns id e r ad o  com o Z e i tg eb er  T i m e  z e r o  ( ZT  0 ) .  N a  fa s e  de  

c l a ro ,  l âm p ad as  f l uo r e s cen t es  p ro v i am ce r ca  d e  2 00 l ux  à s  g a io l a s .  Em 

t od os  o s  ex p e r im en t os  o s  an im ai s  fo r am  s ac r i f i c ad os  p o r  d ecap i t ação  

e  a s  g l ân du l as  p i nea i s  f o r am  im ed i a t am en t e  co lo cad as  em  cu l tu r a  ou  

a r m az en adas  a  -8 0° C .  Os  p ro ced im en t os  fo r am  r ea l i z ado s  s egu nd o  as  

n o rm as  es t ab e l ec id a s  p e l o  C on s e lh o  N ac i on a l  de  Co n t ro l e  de  

E x pe r im en tação  Ani ma l .  
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 Drogas  e  reagentes  

  B eke r  (B ra s i l ) :  ág ua  e s t é r i l  p a r a  i n j eção .  

  Bi o -R ad  (R i chmo nd ,  CA ,  E UA ) :  a c r i l ami d a ;  SY BR G r een .  

  C al b i o ch em  (D a rm s t ad t ,  A l em anh a ) :  NP 40  ( N on i d e t -P 40 )  

  G i bco  BR L ( G r an d  Is l and ,  N Y ,  E U A ):  es t r ep t om ic ina ,  

g lu t ami na ,  p en i c i l i n a .  

  H o eschs t  (B r as i l ) :  á c i do  a s có r b i co .  

  In v i t r og en  Li f e  T echn o l og y ( Ca r l s b ad ,  U SA ) :  an t i co r po  

s ecun d ár io  an t i - co e lh o   co n j ug ad o  ao  f lu o ró fo r o  F IT C;  

d i t i o t r e i t o l  ( DT T) ;  D Nas e ;  dN TP  Mix ;  f l u o r e to  de  

  f en i l me t i l su l f on i l  (P MSF ) ;  R N as e ;  T4  po l in uc l eo t íd eo  qu in a se ,  

T R Iz o l .   

  M er ck  (B r as i l ) :  a ce t a t o  d e  só d i o ;  á c ido  c í t r i co ;  á c id o  c lo r í d r i co ;  

á c i do  pe r c l ó r i co ;  áco o l  e t í l i co ;  c l o r o f ó rm io ,  E D TA  ( do  i ng lês ,  

s ig l a  p a r a  e th y l en ed i am in e t e t ra ce t i c  a c i d  d i s so d i um s a l t ) ;  

m e t ano l ;  m et ab i s s u l f i t o  d e  só d i o ;   

  P e rk in  E l mer  (B os t on ,  M A ,  EU A ):  Eas y T i d e sR  Ad enos in e  5 ' -  

t r i ph os ph a t e .  

  Si gm a - Ald r i ch  (S t .  Lo u i s ,  Mis so ur i ,  E UA ) :  po l i  ( d Id C)   

d o ub l e  s t r an d ;  g l i c e r o l ;  b i s ac r i l ami da   

( N , N ' -m e th yl en eb i sac r yl am id e ) ;  N -ace t i l s e ro t on in a  ( N AS ) ;  

m el a to n in a ;  HE PES;  m ei o  d e  cu l tu r a  B GJ b ;  i s op r en a l in a ;  

ad eno s i ne  5 ' -  t r i ph os ph a t e  ( ATP ) ;  P i r r o l i d in a  d i t i o ca r b am ato  
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( P DTC ) ;  2 ’ 3 ’ - ( b enz o yl - 4 - b enzoyl ) - ad en os i n a -5 ’ - t r i f os fa to  

( Bz ATP ) ;  b r i l l i an t  b lu e  G  (BB G ) ;   1 - [ N ,O - b i s (5 -

i so qu in o l i ne su l f o nyl ) - N - m et h yl - L- t yr o s yl ] - 4p h en yl p ip e raz i ne  

( K N 62 )  .  

 

 Preparo de  soluções  

S olu çõ es  es to qu e  d e  N AS  (1 mM )  e  m el a to n in a  ( 1mM)  f o r am 

p r ep ar ad as  em  0 ,1  M  d e  ác i do  c lo r í d r i co  ac r es c id o  de  0 , 02 %  de  

m et ab i s su l f i t o  d e  s ó d i o  e  0 ,0 2% E D T A  d i s s ód ico .  O s  e s t oq ues  

p e rm an ecer am cong e l ad os  a  -2 0˚ C  a t é  o  us o  p o r  um  p er ío d o  in f e r i o r  a  

3 0  d i a s .  No  m om en to  d o  us o  o s  p ad r õ es  fo r am  d i lu ído s  em ác ido  

p e r c l ó r i co  0 ,1  M  ac r e s c i do  d e  0 ,0 2%  d e  m et ab i s su l f i t o  d e  só d io  e  

0 , 02 % d e  E DT A d i s só d i co .  

A s  s o lu çõ es  d e  i s op r en a l i n a  (0 ,1 µM )  f o r am  p r epa r ad as  em  ác id o  

c l o r íd r i co  0 , 01 M.  A s  d i lu i çõ es  fo r am r ea l i z ad as  em  s o l ução  aq uo s a  de  

ác i do  a s có b i co  (5 0m g/ L) .  

O  LP S  f o i  p r ep a r ad o  n a  con cen t r ação  de  1  m g/m L em  so lu ção  

aq uo s a .  O s  es t o qu es  p e rm anece r am con g e l ado s  a  - 2 0  ̊C  a t é  o  us o  e  po r  

p e r í od o  in f e r i o r  a  6 0  d i a s .  No  m om e nt o  do  us o  o  LP S  fo i  d i l u íd o  em 

m ei o  d e  cu l t u r a  B GJ b  ( v e í cu lo ) .  

A s  d em ai s  d ro g as  u t i l i z ad as  e  l i s t ad a s  a c i ma  f o r am,  q u an do  

n ece ss á r io ,  d i l u í d as  em  ág u a  d e io n iz ad a  p ur i f i c ad a  po r  s i s t em a  Mi l l i -

Q  (M i l l i p o r e  ® ) .  
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 Cultura  de  g lândula  pineal  

A s  cu l tu r as  d e  g l ân d u l as  p i n ea i s  f o r am  r ea l i z ad as  s egu ndo  

p r o t oco l o  p r op os to  p o r  P ar f i t t  e  co l aco r ado r es  ( 19 76 )  e  m o d i f i c ad o  

p o r  F e r r e i r a  e  co l ab o r ad o re s  (1 99 4 ) .  A s  p i n ea i s  ex t r a í d as  d os  an imai s  

f o r am  d i sp os t a s  em p l ac a s  d e  cu l t u ra  d e  24  po ços ,  s end o  u m a  g l ând u la  

p o r  p o ço  em  2 00  µ l  d e  m ei o  d e  cu l t u ra  BGJ b ,  p H 7 , 4 ,  a c r e s c i do  de  

g lu t ami na  ( 2  mM) ,  p en i c i l i n a  (1 00U /m L)  e  e s t r ep t om ic in a  ( 100  

µ g /m L)  e  f o r am  man t id a s  a  t emp e r a tu r a  de  37 ºC  em  a tm os f e r a  com 

9 5 %  d e  s a t u r ação  de  O 2  e  5 %  de  C O 2  p o r  48  h or a s .  O  m ei o  fo i  t r o cado  

ap ós  24  h o r as  e  no  mom ent o  an t e r i o r  ao  t r a t am en t o .  Deco r r i d as  48  

h o r as ,  a s  g l ând u l as  f o r am  su bm et id as  à  e s t im ul ação  e  i n cu b ad as  de  

aco r do  com  o s  p ro to co l os  ex pe r i m en t a i s .   

 

 Cultura  primária  de  pinealóci tos  

A  cu l tu r a  d e  p in ea ló c i to s  fo i  r e a l i z ad a  co n fo r me  m ét od o  p r op os to  

p o r  F e r re i ra  e  co l ab o r ad or e s  (2 00 3 ) .  Ap ós  a  o b t en ção ,  a s  p in ea i s  

f o r am  cor t ad as  em p equ en as  pa r t e s  e  s eg u i u - s e  d i s s o c i ação  enz im át i ca  

co m t r i ps in a  ( 0 , 25% ,  3 7  ̊  C ,  15  mi n ) ,  s eg u i da  p o r  d i s p e rs ão  mecân i ca  

r e a l i z ad a  na  p r e s en ça  d e  0 , 3%  de  in ib id or  de  t r i p s ina  em so lu ção  

co n t end o  (mm ol / L) :  N aC l  12 0 ,  K Cl  5 ,  N aHC O 3  25 ,  K H 2P O4  1 ,2 ,  

g l i co s e  12  e  0 ,1 %  w / v  a l bum in a  bo v in a .  A pós  cen t r i f ugação  ( 10 00  g ,  

1 5  m in )  as  c é l u l as  f o ram  re s s us p ens a s  em  m ei o  d e  cu l t u r a  DM EM 

ac r e s c i do  d e  s o ro  fe t a l  b ov i no  ( 10 % ,  i n a t i v ad o  p o r  c a lo r ) ,  p en i c i l i na  
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( 1 00  U/ m L)  e  e s t rep tom i c in a  ( 10 0  μg /m L) .  A  v i ab i l i d ad e  ce l u l a r  e  o  

n úm ero  to t a l  d e  cé l u l as  f o r am  es t imad os  p e l a  ex c lus ão  p o r  azu l  de  

T r yp an .  A  t ax a  d e  s ob r ev iv ên c ia  c e lu l a r  em  cad a  p r oced im en to  fo i  

9 5 %  ou  m ai o r .  Lâ m in as  d e  8  p o ços  ( Lab - T ek  ch amb er  s l i d e ,  N a lge  

N u n c  In t e r n a t i on a l ,  N o v a  Yo r k ,  E UA )  f o r am  t r a t ad as  co m  p o l i - L-

l i s i n a  po r  1  h  em  t em p er a tu r a  amb ien t e .  A pó s  l av ag em do s  p o ço s  com 

PBS  as  c é l u l as  fo r am  p l aqu eadas  ( 0 , 5  x  1 0 5 / p o ço )  e  m an t i d as  em 

e s tu f a  ( 37  ̊C ,  5 % CO 2 )  p or  1 8  h o r as .  

 

 Protocolo  experimental  

A  es t im ul aç ão  d a s  cu l tu r a s  de  g l ân du la s  p in ea i s  e  d e  p inea l óc i t os  

d i s p er so s  fo i  r e a l i z ad a  com  a  p ip e t ag em  d e  1 0  µ L d e  cad a  f á r m aco  de  

i n t e r es se ,  d e  aco rdo  com  o  ens a io  em q u es t ão ,  de  m od o  q u e  o  v o l ume 

f i na l  po r  p o ço  co r r e s po nd es s e  20 0  µL,  g a r an t in do  as  co n cen t r ações  

ex p e r im en t a i s  e s t i pu l ad as .   

E m  r e l ação  ao  co n teú do  i nd o l ami n as ,  a  i n cub ação  d e  i s op r en a l i na  

o co r reu  s ep a r adam en t e  o u  con com i t an tem en t e  co m o s  ago n i s t as  

p u r i né r g i co s ,  d e  m od o  a  f i c a rem  i n cu b ad os  po r  5 h .  A ce r ca  da  

av a l i a ção  do  co n t eúd o  de  T NF ,  a  i n cu b ação  d e  LP S  o co r reu  

s ep a rad am en t e  o u  co n co mi t an t em en t e  co m  os  ago n i s t as   p u r i n é rg i cos ,  

d e  m od o  a  f i ca r em  i n cu b ad os  p or  3 h .  

P a r a  o s  ens a io s  em  qu e  fo r am u t i l i z ado s  an t ago n i s t as ,  a  

i n cu b ação  d e s t es  f o i  r e a l i z ad a  um a h o r a  an t e s  da s  e s t im ul açõ es  
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s up r ac i t ad as ,  t an t o  p a r a  a s  ava l i a çõ es  d e  i nd o l ami n as  q uan to  p a r a  as  

av a l i a çõ es  d e  T NF .  

 

 Determinação  do  conteúdo de  indolaminas  por 

cromatografia  l íquida  de  a l ta  ef ic iência  (HPLC)  

O  co n t eú do  d e  N AS e  m e la to n i na  p r es en t es  no  m eio  d e  cu l t u ra  fo i  

d e t e r min ado  po r  H P LC  (W at e r s  S ys t em,  Mi l f o r d ,  MA ,  EU A ) .  O  

s i s t ema  c r om at og r á f i co  f o i  com po s to  p o r  um a  b om b a  Wa t e r s ®  1525μ  

o p e r ad a  i s o cr a t i c am en t e  em  t em p e r a tu r a  amb i en t e ,  um a  co lu n a  de  f a se  

r ev e rs a  R eso lv e  C 18  ( p a r t í cu l a  es f é r i ca  d e  5μm ;  3 ,9 x1 50m m)  (W a t e r s  

S ys t em,  Mi l f o r d ,  M A ,  EU A )  e  um  d e t ec to r  e l e t ro qu ím ico  W at e r s® 

2 4 65  op e r ad o  em m o do  DC  ( co r r en t e  co n t í nu a ) ,  con t ro l ado  p e l o  

p r og r am a  com pu t ac i on a l  Emp o wer  (W at e r s  S ys t em ,  M i l fo r d ,  MA,  

E U A ) .  A  fa s e  mó ve l  pa r a  NA S ( ace t a t o  d e  s ód io  0 ,1  M,  ác id o  c í t r i co  

0 , 1  M ,  ED T A  0 ,1 5  m M  e  m et an o l  10%  p H  3 ,7 )  e  a  f a se  m óv e l  p a ra  

m el a to n in a  ( ace t a to  d e  s ód i o  0 , 1  M ,  ác i do  c í t r i co  0 ,1  M ,  E DT A  0 ,15  

m M  e  m et ano l  2 5% ,  p H  3 ,7 )  f l u i u  co m  f l ux o  d e  0 , 95  m L/ m in  e  0 ,50  

m L/ m in ,  r es p ec t i vam en t e .  O  p o t en c ia l  d o  d e t ec t o r  fo i  a ju s t ado  p a ra  

+0 ,9 0  V  v e rs us  e l e t r od o  d e  r e f e r ên c i a  A g / Ag Cl .  P a r a  a  r e a l i z ação  da  

an á l i s e ,  2 0  μ L d o  m e io  d e  cu l tu r a  o u  d e  p adr õ es  p a ra  c ad a  an a l i t o  

f o r am  i n j e t ad os  d i re t am en t e  no  s i s t ema  c r om at og r á f i co .   
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 Extração de  RNA 

O  RN A  t o t a l  d e  cad a  g l ân du l a  p in ea l  fo i  ex t r a íd o  u t i l i z an do - se  

9 0 0μ L d e  T R Iz o l ,  s eg u id o  d e  2 00μL d e  c l o ro f ó rmi o .  A p ós  ag i t a r  

m anu a l m en t e  v ig or o s am en te  po r  15  s eg un do s ,  o s  t ub os  fo ram 

m an t i do s  po r  c e rca  d e  3  m in u tos  a  t emp e r a t u r a  am bi en t e  e  

c en t r i f ug ado s  ( 1 2 00 0  x  g ;  15  mi n . ;  4 ° C ) ,  s ep a r and o - s e  a  f a s e  aqu osa  

q u e  con t em  o  R NA .  O  R N A f o i  p r ec i p i t ado  co m 40 0μ L d e  i s op r op ano l  

p o r  1 0  min u t os  em  t emp e r a tu r a  amb i en t e ,  s eg u i do  de  cen t r i f ug ação  

( 1 20 00 g ;  10  m in ;  4  º C ) .  O  s ob r en ad an t e  fo i  r emo vi do ,  o  p e l l e t  l av ado  

d u as  v ezes  com  500 μ L d e  e t ano l  7 5%,  cen t r i fu g ad o  ( 750 0 g ;  5m in ;  4  

º C )  e  o  ex ces so  d e  e t ano l  ev apo r ad o  a  t em pe r a t u r a  am bi en t e  po r  c e r ca  

d e  10  m in u t os .  A pós  e s s e  p e r í od o ,  o  ma t e r i a l  f o i  r e s s us p en so  em 12 μ L 

d e  águ a  e s t é r i l  pa r a  i n j eção  (R NAs e  f r e e ) .  A  d e t e rm in ação  da  

q u an t id ad e  d e  R NA  f o i  f e i t a  po r  es p ec t ro f o to m et r i a ,  u t i l i z and o  o  

e s p ec t ro fo tô me t ro  N D - 10 00  (N ano d rop ® ) .  

 

 Síntese  da f i ta  de  DNA complementar  (cDNA) por 

transcriptase  reversa  

A  s ín t es e  d e  cD NA,  a  p a r t i r  d e  RN A  to t a l  ( 0 , 5  µ g )  f o i  r ea l i z ada  

u t i l i z and o  a  m i s tu r a  d e  1 2  µ L R N A ,  1  µ L r an d om  p r im er  (5 0  n g  –  

In v i t r og en  Li f e )  e  1  µ L d N T P  mix  ( 10 mM ,  In v i t r og en  L i f e ) .  E s t a  fo i  

i n cu b ad a  in i c i a lm en t e  a  6 5 ºC  po r  5  m in u to s .  Im ed i a t am en t e  apó s  a  
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i n cu b ação ,  fo i  t r ans f e r i do  p a r a  cub a  co m g e lo ,  ad i c i on an d o - s e  4  µ L 

d e  t amp ã o  PCR 5 x  ( In v i t ro g en  Li f e ) ,  1µ L D T T  (0 ,1M  

In v i t r og en  Li f e )  e  1  µ L  S u p er s c r ip t  I I I  R T  ( 2 0 0 U/µ L -  In v i t r ogen  

Li f e ) ,  f i n a l i z an do  u m  v o l um e  d e  2 0µL.  A  m i s tu r a  fo i  ho mo g en e iz ada  

e ,  apó s  b r ev e  cen t r i f ug ação ,  i ncub ad a  p o r  5  m in u t os  a  25 ºC ,  5 0 ºC  por  

5 5  mi nu t os ,  s en do  a  r e ação  i n a t i v ada  a  7 0 ºC  p o r  15  m in u to s .  Um 

co n t ro l e  n eg a t iv o  co n t end o  to dos  os  co mp on en t es  d a  r eação  ex ce t o  a  

enz im a  S up e rS c r i p t  I I I  f o i  r ea l i z ad o  p a r a  ex c l u i r  a  p oss ib i l i dad e  de  

co n t am in ação  d e  DN A  n as  am os t r a s  de  R N A.  O  cD N A  pr o duz i d o  f o i  

e s to cad o  a  2 0°C  a t é  s e r  u t i l i z ado  n os  en s a io s  d e  RT -PCR.   

 

 Desenho dos  primers  

F or am  d es en h ad os  u m a  s eq u ên c i a  s en so  e  an t i - sen so  de  

o l i go nu c l eo t í d eo  i n i c i ado r es  ( p r im e rs )  p a r a  os  g en es  do  P2 X 7  ( 5 ' -  - 3 ' )  

e  p a r a  g l i c e r a ld e í do  3 - f os f a t o  d eh i d ro gen as e  ( Gap dh )  (5 ' -  - 3 ' ) ,  

u t i l i z ado  com o  con t ro l e  i n t e r no .  As  s eq uên c i as  d os  g en es  f o ram 

d es en h ad as  d e  m ane i r a  q u e  o  p r od u t o  am pl i f i c ado  pos su í s s e  em  t o r no  

d e  1 00  p ar e s  d e  b a s es  ( 10 0  b p ) .  C ad a  s equ ên c i a  d o  p ar  de  

o l i go nu c l eo t í d eo  t ev e  ap r ox i m ad am ente  20  b p ,  co m po r cen t ag em  en t re  

5 0 -5 5  %  d e  b a s es  gu an i n a  e  c i t o s in a  (G  e  C ) .  T amb ém  b us cou - se  o b t e r  

t em p e r a tu r as  de  des n a t u r ação  e  as s o c i ação  q u e  f os s em pró x i mas  en t r e  

a s  d u as  s eq u ên c ia s ,  s en so  e  an t i - s ens o .  
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A  f i m d e  g ar an t i r  a  e s p ec i f i c i d ad e  d e  am pl i f i c ação  de  ún i ca  

r eg i ão  d o  D NA ,  o s  f r agm en to s  d os  o l ig o nu c l eo t í d eos  fo ram  an a l i s ados  

n o  b an co  d e  d ado s  d e  g en e  ( h t t p : / / b l a s t . ncb i .n lm. n i h . gov /B l a s t . cg i ) .  

O s  o l ig on u c l eo t í deo s  f o r am  d es enh ado s  com  au x í i l i o  do s  So f t w a res  

B i o Ed i t  S eq u en ce  A l i gm en t  E d i to r  e  A n nh yb  4 . 94 6  e  s in t e t i z ad os  pe l a  

P ro d i mol  B i o t ecn o lo g i a ,  B e lo  H o r i zo n t e ,  B r a s i l .   

 

RT-PCR  

P a r a  a  r e a l i z ação  d a  r eação  d e  RT - PCR,  p r ep ar ou -s e  u ma 

s o l u ção  com po s t a  po r  1 7  μ l  d e  águ a  Mi l i Q ,  5  μ l  d e  Bu f f e r  1 0x ,  1  μ l  de  

p r im e r  s en so  (1 0  μM ) ,  1  μ l  d e  p r im e r  an t i - s en so  ( 10 μ M),  25  μ l  T op  

T aq  M as t e r  M ix  Ki t  ( Qi agen  Qu a l i t y) .  A s  r eaçõ es  f o r am  r ea l i z ad as  em 

t e rm o ci c l ado r  ( Mas t e r c yc l e r  G r ad i en t -  E pp end or f )  em c i c lo s  d e :  5  

m in u to s  a  9 4° C  ( 1x ) ;  1  min  a  9 4  °C ,  3 0  s eg  a  60  ° C ,  15  seg  a  72  °C  

( 4 0x )  e  5  mi n  a  72  °C  ( 1x ) .  Os  p r od u t os  d e  DN A  re su l t an t es  (1 0µ l )  

f o r am  ap l i c ado s  em  g e l  d e  aga r os e  (2 % )  con tend o  b rom et o  d e  e t í d io  

( 1 0  µ g /µ l ) .  O  p adr ão  d e  p e so  mol ecu l a r  d e  e sca l a  d e  1 0 0  p a r es  de  

b a s e  d e  D N A  ( Q ui ck - Lo ad ®  10 0  b p  D N A  Lad d e r -  U n i s c i en ce ,  São  

P au lo ,  B r a s i l )  f o i  u t i l i z ado  co mo  r e fe r ên c i a .  Ap ós  a  e l e t ro f o re s e  a   

9 0 V  p o r  2 5  a  3 0  m in u to s ,  o s  r e su l t ado s  fo r am  v i sua l i z ado s  em 

t r an s i l um in ad o r  UV  e  f o t og r a f ad os  d ig i t a l men t e .  

 

 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


46 

 Ensaio  de imunoci toquímica  por  microscopia  confocal  

A p ós  p ro to co lo  d e  cu l t u r a  p r im á r i a  d e  p in ea l ó c i t os ,  a s  c é l u l a s  

f o r am  l av ad as  com P BS ,  f i x adas  em  p a r a fo rm a ld e í do  4%  g e l ad o  por  

1 0  min  e  p e rm eab i l i z adas  co m  s apo n i na  0 , 5%  em  PB S  em t emp e r a t u ra  

am bi en t e .  Fo i  r e a l i z ad o  b lo qu e io  com a l b umi n a  b ov in a  ( f r a ção  V )  1% 

e  g l i c i n a  ( 0 , 3  M )  p o r  6 0  mi nu to s ,  co m  o  ob j e t iv o  d e  m in i miz a r  a  

l i g ação  d o  an t i co r po  a  s í t i o s  n ão  e s pec í f i cos .  P a r a  av a l i a r  a  p r e s en ça  

co ns t i t u t i v a  d o  r ecep to r  P 2X 7,  f o r am u t i l i z ad as  cu l t u r as  d e  cé lu l as  

s em t r a t am en t o  qu e  fo r am  i n cu bad as  com  an t i co rpo  po l i c lo n a l  

p r od uz i do  em  co e lh o  an t i -P2 X7  ( 1 :20 0 )  p o r  18  ho r as  a  4  °C .  P a r a  a  

av a l i a ção  d e  p -A A - N AT ,  os  p inea l óc i t os  f o ram t r a t ado s  com 

i so p ren a l i n a  (0 ,1  μM ,  5  h )  n a  aus ên c ia  o u  n a  p r e s en ça  de  A T P  (1  mM) 

co m  an t i co r po  po l i c l on a l  p r od uz id o  em  coe lh o  a n t i -p - A A- N AT 

( 1 :5 00 )  po r  1 8  ho r as  a  4 ° C .  

S egu i u - s e  com  a  i ncub ação  do  an t i co r po  s ecun d ár i o  an t i -

c am un do ng o  con j ug ado  ao  f l uo ró f o r o  F IT C  ( 1 :2 00 )  p o r  1h  em 

t em p e r a tu r a  ambi en t e .  O  nú c l eo  ce lu l a r  f o i  m a r cado  co m  4 ‟ ,  6 -

d i ami d i no -2 - f en i l i nd o l  ( D AP I,  3 0 0 μ M ,  5  m in u to s )  a  t emp e r a t u ra  

am bi en t e .  O s  an t i co r po s  p r im á r i os  e  s ecun d ár io s  fo r am d i lu í do s  em 

t am p ão  d e  b lo qu e io  d es c r i t o  a c i ma .  O s  con t r o l es  n ega t i vo s  fo r am 

r ea l i z ad os  com  a  om iss ão  d o  an t i co r po  p r im á r i o .  A  m arcação  i mu no -

p os i t i v a  fo i  ob s e rv ad a  us and o  m i cr os cóp io  con f o ca l  (Z e i s s ,  B ad en -

Wu r t t emb e r g ,  Al em anh a )  com  a  ob je t i v a  d e  im e rs ão  em  ó l eo  (4 0 X) ,  
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s end o  u t i l i z ado  o  l a se r  d e  a r gô n io  p a r a  a  ex c i t a ção  d o  f lu o ró f o r o  

F IT C  com  comp r imen to  de  on d a  d e  488 nm  e  f i l t r o  d e  em is s ão  em  505 .  

O  l a s e r  en t e r p r i s e  f o i  u t i l i z ado  p a r a  ex c i t a ção  do  m ar cad o r  D AP I n o  

co mp r i men t o  d e  o nd a  d e  36 4n m e  a  em is s ão  v e r i f i c ad a  co m f i l t ro  de  

4 3 5− 48 5n m.  Fo r am  o b t i d as  4  i m agen s  d e  cad a  po ço  s e l ec i on adas  

a l e a t o r i am en t e  e  a  q uan t i f i cação  d a  f l uo r es cênc ia  r e l a t i v a  fo i  

r e a l i z ad a  a t r av és  do  s o f t w ar e  Im ag e  J .  

  

Dosagem de TNF 

 O  con t eú do  d e  TNF  p r e sen t e  n o  m eio  d e  cu l t u r a  d e  g l ân du l as  

p in ea i s  i n cub ad as  co m LP S  (0 ,1 μ g /m L)  n a  aus ênc i a  ou  n a  p r es ença  d e  

A TP  ( 0 , 00 1  –  3 mM ) ,  Bz ATP  ( 0 , 0 01  -  3 0 0µM ) ,  BB G  (0 , 00 1  -  1 0µM)  

o u  K N 62  ( 50  -  1 00 µM ) ,  d e  aco r do  co m os  p r o t oco l os  ex p e r im en ta i s ,  

f o i  qu an t i f i c ado  po r  E LIS A  ( d o  in g l ê s ,  s ig l a  p a r a  enz ym e -  l i n ked  

i m mu no so rb en t  as sa y ;  r a t  T NF - a l ph a  E LIS A  r ead y- s e t - go  k i t ,  c a t .  88 -

7 3 40 ,  eB i os c i en ce ,  S an  Di eg o ,  C A,  E UA ) .  

 

 Determinação do  conteúdo de melatonina por  ELISA  

 O  co n t eúd o  d e  m ela t on i n a  em  d i s p e r são  ce lu l a r  f o i  q u an t i f i cado  

p o r  E LIS A  ( M el a to n i n  E LIS A ,  IB L,  H amb u rg o ,  Al emanh a )  con f o rme  

e s p ec i f i c açõ es  d o  fab r i c an t e .  
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 Anál ise  dos  resultados  

O s  dado s  es t ão  ap re s en t ad os  como  m éd i a  ±  e r r o  p ad rão  d a  méd ia  

( e . p .m . )  o u  em  p or cen t ag em  d o  co n t r o l e ,  s end o  a  an á l i s e  e s t a t í s t i ca  

en t r e  do i s  g r up os  rea l i z ad a  po r  t e s t e  t  s t u d en t  e  a  av a l i ação  en t r e  d o i s  

o u  m ai s  g ru pos  r ea l i z ad a  p e l a  an á l i s e  d e  va r i ân c i a  ( A N OV A )  co m pos t  

t e s t  d e  Tu ke y,  p o r  m e io  d o  s o f t w ar e  G r ap hP ad  P r i s m® v e r s ão  5 .00  

( G r aphP ad  S o f t w are© ) .  
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Resultados 

 Expressão do RNAm e  da  proteína  do  receptor P2X7  

 P a r a  d e t e r min a rm os  a  ex pr e s s ão  d o  gen e  q ue  co d i f i c a  o  r e cep to r  

P 2X 7  n a  g l ând u l a  p in ea l  de  r a t os ,  o  R N Am  f o i  i so l ado  d e  p in ea i s  de  

an im ai s  d e  s ac r i f i cad os  n a  f a s e  d e  c l a r o  e  an a l i s ado  p or  RT -P CR.  O  

p r od u t o  ampl i f i c ado  ap re s en t o u - s e  sob  a  fo rm a  de  b an da  ú n i ca ,  com 

t am anh o  d os  f rag m en t os  co r r e sp on d en t es  ao  p r odu to  es p e r ado  

co n fo rm e  o  de s en h o  do s  o l i go nu c l eo t í d eo s .  O  g en e  G ap dh  fo i  

u t i l i z ado  com o  con t ro l e  i n t e r no  ( f i gu r a  7 ) .  N en hu m  f r agm en t o  fo i  

d e t ec t ad o  n o  con t r o l e  n eg a t i vo  ( aus ên c i a  d e  cD N A ) .  O  co n t r o l e  

n eg a t i vo  d a  t r an s c r i ç ão  r ev e rs a ,  r e ação  r ea l i z ada  s em a  t r an s c r ip t ase  

r ev e rs a ,  demo ns t r ou  a  au s ên c i a  d e  con t ami n ação  po r  DN A  g enôm ico  

( d ado s  n ão  mo s t r ado s ) .   
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F i g u r a  7  –  P r o d u t o  d e  a m p l i f i c a ç ã o  d a  r e a ç ã o  d e  R T - P C R  d o s  t r a n s c r i t o s  

P 2 r x 7  e  G a p d h  n a  g l â n d u l a  p i n e a l  d e  r a t o s .  O  R N A m  f o i  i s o l a d o  d e  g l â n d u l a s  

p i n e a i s  d e  a n i m a i s  s a c r i f i c a d o s  d u r a n t e  a  f a s e  d e  c l a r o .  O  c o n t r o l e  n e g a t i v o  f o i  

r e a l i z a d o  n a  a u s ê n c i a  d e  c D N A  e  o  c o n t r o l e  p o s i t i v o  r e a l i z a d o  c o m  D N A  

g e n ô m i c o  d e  r a t o .  O  t r a n s c r i t o  G a p d h  f o i  u t i l i z a d o  c o m o  c o n t r o l e  i n t e r n o .  M W :  

M a r c a d o r  d e  p e s o  m o l e c u l a r .  

 
 

 

 A  s ín t e s e  d a  p ro t e ín a  d o  r ecep t o r  f o i  an a l i s ad a  em  p i nea l ó c i tos  

d i s p er so s  p o r  m eio  d e  m ar cação  i mu n of lu or e s cen t e  com  an t i co rpo  

co n t r a  o  r e cep to r  P2 X 7.  Su a  ex pr e s s ão  p r o t e i ca  f o i  co ns t i t u t iv a m en te  

en con t r ad a  em  p r a t i c am en t e  t o das  a s  c é l u l as  o bs e rv adas  ( f i g u r a  8 ) .  O  

co n t ro l e  n eg a t iv o  fo i  r e a l i z ado  n a  ausên c ia  d o  an t i co rp o  p r im á r io .   

 

F i g u r a  8  –  I m a g e n s  r e p r e s e n t a t i v a s  d e  i m u n o c i t o q u í m i c a  o b t i d a s  p o r  

m i c r o s c o p i a  c o n f o c a l  d a  e x p r e s s ã o  p r o t e í c a  c o n s t i t u t i v a  d o  r e c e p t o r  P 2 X 7  

e m  p i n e a l ó c i t o s  d i s p e r s o s .  ( A )  C o n t r o l e  n e g a t i v o .  ( B )  M a r c a ç ã o  p o s i t i v a  p a r a  o  

r e c e p t o r  P 2 X 7  e m  v e r d e .  N ú c l e o s  m a r c a d o s  c o m  D A P I .  B a r r a  d e  e s c a l a :  2 0 µ m .  
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 Efei to  da  est imulação  purinérgica  sobre  a  s íntese  de 

melatonina induzida por i soprenal ina  

 E s tu do  com  a gon i s t as  

P a r a  av a l i a r  a  fun c io n a l i d ad e  do  recep t o r  P 2 X7 ,  g l ân du las  

p in ea i s  em cu l t u r a  f o r am e s t i mul ad as  co m o  ago n i s t a   - ad r en ér g i co  

i so p ren a l i n a  ( IS O ,  0 , 1μM , 5h )  n a  au s ên c i a  ou  na  p re s en ça  d o  ago n i s t a  

p u r i né r g i co  A TP  (0 , 01  –  3 mM ).  A  e s t imu l ação  c om  A TP  l ev ou  a  um 

au m ent o  dep en d en te  d e  co ncen t r ação  n a  p r od ução  de  N A S  e  a  uma 

d imi nu i ção  d ep enden t e  d e  co ncen t r ação  n o  co n t eúd o  d e  m e l a to n i na  

n os  m ei os  d e  i ncubação  ( f i g u r a  9 ) .  

 

F i g u r a  9  –  C u r v a  c o n c e n t r a ç ã o - e f e i t o  a o  A T P  ( 0 , 0 1  –  3 m M ,  5 h )  s o b r e  a  

s í n t e s e  d e  i n d o l a m i n a s  i n d u z i d a  p o r  i s o p r e n a l i n a  ( I S O ,  0 , 1 μ M ,  5 h )  e m  

c u l t u r a  d e  g l â n d u l a s  p i n e a i s .  O  e n s a i o  f o i  r e a l i z a d o  c o m  a  i n c u b a ç ã o  d e  I S O  

n a  a u s ê n c i a  o u  n a  p r e s e n ç a  d e  A T P .   O s  d a d o s  r e p r e s e n t a m  a  m é d i a  ±  e . p . m .  d e  

6  a  9  g l â n d u l a s  p o r  p o n t o  e  e s t ã o  e x p r e s s o s  e m  p o r c e n t a g e m  d o  c o n t e ú d o  d e  

i n d o l a m i n a s  i n d u z i d o  p o r  I S O  ( N A S :  2 3 , 9 9 ± 1 , 6 2 n g / 2 0 0 µ L  e  

m e l a t o n i n a : 6 2 , 9 3 ± 5 , 1 2 n g / 2 0 0 µ L ) .   
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A  es t im ul ação  co m  o  ag on i s t a  BzA TP  ( 30  –  3 00µ M )  n a  s ín t e se  

d e  in do l ami nas  i nduz id a  po r  IS O  ( 0 ,1μ M,  5h )  n a  p r es en ça  d o  ago n i s t a  

p u r i né r g i co  t amb ém  l evo u  a  d i mi nu ição  n o  con t eú do  de  m el a t on i n a ,  

n ão  a l t e rand o  o  con t eúd o  d e  N AS  no s  m ei os  d e  i ncub ação  ( f i gu r a  1 0 ) .  

 

 

 

F i g u r a  1 0  –  C u r v a  c o n c e n t r a ç ã o - e f e i t o  a o  B z A T P  ( 3 0  –  3 0 0 µ M ,  5 h )  s o b r e  a  

s í n t e s e  d e  i n d o l a m i n a s  i n d u z i d a  p o r  I S O  ( 0 , 1 μ M ,  5 h )  e m  c u l t u r a  d e  

g l â n d u l a s  p i n e a i s .  O  e n s a i o  f o i  r e a l i z a d o  c o m  a  i n c u b a ç ã o  d e  I S O  n a  a u s ê n c i a  

o u  n a  p r e s e n ç a  d e  B z A T P .  O s  d a d o s  r e p r e s e n t a m  a  m é d i a  ±  e . p . m .  d e  3  a  6  

g l â n d u l a s  p o r  p o n t o  e  e s t ã o  e x p r e s s o s  e m  p o r c e n t a g e m  d o  c o n t e ú d o  d e  

i n d o l a m i n a s  i n d u z i d o  p o r  I S O  ( N A S :  2 6 , 5 7 ± 3 , 8 5 n g / 2 0 0 µ L  e  m e l a t o n i n a :  

6 6 , 7 8 ± 3 , 3 2 n g / 2 0 0 µ L ) .   

 

 

 E s tu do  com  a n ta gon i s t as  

 O  e f e i to  d a  s u r amin a  ( 10 0  µM ,  1 h  an t e s ) ,  c l ás s i co  an t ag o n i s t a  

d e  r ecep t o re s  P2  qu e  ex ib e  p ou ca  a f in id ad e  p e lo  r ecep to r  P 2X 7 ,  fo i  
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t e s t ad o  s ob r e  a  s ín t e se  d e  m e l a to n i n a  em  g l ând u l as  p i n ea i s  i nd uz ida  

p o r  IS O  ( 0 , 1  µ M,  5h )  n a  au sên c i a  ou  na  p r es en ça  d e  A TP  ( 1  m M) .  

O  t r a t am en t o  com  su r am in a  n ão  a l t e r ou  o  con teú do  d e  

m el a to n in a  i nd uz id o  p or  IS O  e  t am b ém  n ão  r ev e r t eu  a  i n i b i ção  

m ed i ad a  p e l a  e s t imu l ação  pu r in é rg i ca  ( f i g u r a  11 ) .  

 

 

 

F i g u r a  1 1  –  E f e i t o  d o  a n t a g o n i s t a  s u r a m i n a  ( 1 0 0 µ M ,  1 h  a n t e s )  s o b r e  a  

s í n t e s e  d e  i n d o l a m i n a s  i n d u z i d a  p o r  I S O  ( 0 , 1 µ M ,  5 h )  n a  a u s ê n c i a  o u  

p r e s e n ç a  d e  A T P  ( 1 m M ,  5 h )  e m  c u l t u r a  d e  g l â n d u l a s  p i n e a i s .  O  e n s a i o  f o i  

r e a l i z a d o  c o m  a  i n c u b a ç ã o  d e  I S O  n a  a u s ê n c i a  o u  n a  p r e s e n ç a  d e  s u r a m i n a  e / o u  

A T P .   O s  d a d o s  r e p r e s e n t a m  a  m é d i a  ±  e . p . m .  d e  3  a  6  c o m  * < 0 , 0 5  v e r s u s  I S O  e  

# < 0 , 0 5  v e r s u s  I S O  +  s u r a m i n a .  

 

 O  e f e i to  d o  K N6 2  (5 0  e  10 0  µM,  1  h  an t es ) ,  an t ag on i s t a  s e l e t i v o  

d o  recep to r  P 2X 7,  t am b ém  fo i  t e s t ad o  s ob r e  a  s ín t e s e  d e  in do l ami nas  
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em  cu l t u r a  d e  g l ân d u l as  p i n ea i s  i n duz id a  po r  IS O  ( 0 ,1  µM ,  5h )  na  

p r e s en ça  d e  A TP  (1  mM ) .  

 C om o ob se r v ad o  an t e r io rm en t e ,  a  e s t i mul ação  pu r i n é r g i ca  com 

A TP  r ed uz iu  o  c o n teú do  d e  m el a to n in a  in duz id o  po r  IS O .  A  u t i l i z ação  

d e  KN 62  1 00 µM  r ev e r t eu  p ar c i a lm en t e  a  i n ib i ção  do  con t eú do  de  

m el a to n in a  m ed i ado  pe l a  es t im ul ação  p u r i né r g i ca  ( f i gu r a  1 2 ) .  

 

F i g u r a  1 2  –  E f e i t o  d o  a n t a g o n i s t a  K N 6 2  ( 5 0  –  1 0 0 µ M ,  1 h  a n t e s )  s o b r e  a  

s í n t e s e  d e  i n d o l a m i n a s  i n d u z i d a  p o r  I S O  ( 0 , 1 µ M ,  5 h )  n a  p r e s e n ç a  d e  A T P  

( 1 m M ,  5 h )  e m  c u l t u r a  d e  g l â n d u l a s  p i n e a i s .  O  e n s a i o  f o i  r e a l i z a d o  c o m  a  

i n c u b a ç ã o  d e  I S O  n a  a u s ê n c i a  o u  n a  p r e s e n ç a  d e  K N 6 2  e / o u  A T P .   O s  d a d o s  

r e p r e s e n t a m  a  m é d i a  ±  e . p . m .  d e  3  a  4  g l â n d u l a s  p o r  g r u p o  c o m  * p < 0 , 0 5  v e r s u s  

I S O  e  # < 0 , 0 5  v e r s u s  I S O  +  A T P  1 m M .  

 

 Es t imulação  purinérgica  e  a  metabol ização  de 

melatonina  em glândulas  pineais  em cultura  
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 U m a  v ez  qu e  a  es t imu l ação  p u r in é r g i ca  co m  A TP  l ev a  a  um 

au m ent o  d o  p r ecur s o r  N AS  e  a  um a  d imi n u i ção  de  m el a to n in a ,  

i nv es t i g amo s  a  h ipó t es e  d o  env o l v im en to  d e  um a a t iv ação  d e  enz im as  

q u e  m e tabo l i z am  a  m e la to n i na .  P a ra  t an t o ,  g l ân du l as  p i nea i s  em 

cu l tu r a  fo r am  e s t im ul ad as  com  m el a to n i n a  ( 1  μ M,  5 h ) ,  co n c en t r ação  

s eme lh an t e  à  i nd uz i d a  p e l a  e s t im ul ação  co m IS O  ( 1  μ M ,  5 h ) ,  na  

au s ên c i a  o u  n a  p r e s ença  d os  ago n i s t as  A TP  (1  mM ) o u  Bz ATP  

( 2 00  μM )  e  os  con t eúd os  d e  N AS  e  m el a to n in a  an a l i s ad os  n os  m ei os  

d e  i n cu bação .  

O s  r es u l t ado s  o b t i do s  n ão  d emo ns t r a r am d i f e r enças  

s ig n i f i c a t i v as  no  co n t eúd o  d e  me l a t on in a  en t re  os  t r a t am en tos  

r e a l i z ad os  ( f i g u r a  1 3 ) .  N ão  ho uv e  n ív e i s  d e t ec t áv e i s  d o  p r ecu r so r  

N A S.  
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F i g u r a  1 3  –  E f e i t o  d a  e s t i m u l a ç ã o  p u r i n é r g i c a  s o b r e  a  m e t a b o l i z a ç ã o  d e  

m e l a t o n i n a .  P i n e a i s  e m  c u l t u r a  f o r a m  i n c u b a d a s  c o m  m e l a t o n i n a  ( 1 µ M ,  5 h )  n a  

a u s ê n c i a  o u  n a  p r e s e n ç a  d e  A T P  ( 1 m M )  o u  B z A T P  ( 2 0 0 µ M ) .  O s  d a d o s  

r e p r e s e n t a m  a  m é d i a ± e . p . m .  d e  5  a  6  g l â n d u l a s  p o r  g r u p o .  

 

 

 

 

 Mecanismos  intracelulares  envolvidos  nos  e fei tos  da  

es t imulação purinérgica  em glândulas  pineais  em cul tura  

 P a r a  i n ves t i g a r  pos s í v e i s  m ecan i sm os  en vo lv i do s  no s  e f e i t os  

o bs e r v ad os  p e l a  a t i v ação  do  r ecep t o r  P 2X 7  s ob r e  a  s ín t es e  de  

m el a to n in a  in duz ida  p o r  IS O ,  an a l i s am os  a  p a r t i c ip ação  d a  enz ima  

P LC ,  a  f os fo r i l a ção  da  enz i m a  A A - NA T  e  o  f a t o r  de  t r an s c r i ç ão  NF -

κ B .  

 A  p a r t i c i pação  da  P LC  f o i  av a l i ad a  em  g l ân du l as  p i n ea i s  

e s t im ul ad as  com  IS O  ( 0 , 1  µ M,  5 h)  n a  p r e s en ça  do  b lo qu ead o r  d e  P LC 

( U 7 31 22 ,  1  µM ,  1h  an t e s )  e  na  ausên c ia  o u  na  p r es en ça  d e  A TP  

( 1  mM ).  A  p ré - in cu b ação  com  U7 31 22  n ão  a l t e ro u  o s  co n t eúd o s  de  

N A S e  m e l a to n i n a  i nd uz id o s  po r  IS O .  S ob r e  o  con t eú d o  d e  NAS 

r ev e r t eu  a  p o t en c i ação  obs e r v ad a  n a  p r e sen ça  d e  A TP  m as  n ão  

r ev e r t eu  a  i n ib i ção  d e  m el a t on in a  m ed i ad a  p e l a  e s t i mul ação  

p u r i né r g i ca  ( f i gu r a  1 4 ) .  
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F i g u r a  1 4  –  E f e i t o  d e  U 7 3 1 2 2  ( 1 µ M ,  1 h  a n t e s )  s o b r e  a  s í n t e s e  d e  i n d o l a m i n a s  

i n d u z i d a  p o r  I S O  ( 0 , 1 µ M ,  5 h )  n a  a u s ê n c i a  o u  n a  p r e s e n ç a  d e  A T P  ( 1 m M ,  5 h )  

e m  c u l t u r a  d e  g l â n d u l a s  p i n e a i s .  O  e n s a i o  f o i  r e a l i z a d o  c o m  a  i n c u b a ç ã o  d e  

I S O  n a  a u s ê n c i a  o u  n a  p r e s e n ç a  d e  U 7 3 1 2 2  e / o u  A T P .   O s  d a d o s  r e p r e s e n t a m  a  

m é d i a ± e . p . m .  d e  4  a  6  g l â n d u l a s  p o r  g r u p o  c o m  * p < 0 , 0 5  v e r s u s  I S O  e  # p < 0 , 0 5  

v e r s u s  I S O  +  U 7 3 1 2 2 .   

 

P a r a  av a l i a r  o s  e fe i t os  d a  a t i v ação  d o  r ecep t o r  P 2 X7  s ob r e  a  

f o s fo r i l a ção  d a  enz i ma  A A -N A T  (p - AA - N A T) ,  p in ea l ó c i t os  d i s p e rsos  

f o r am  e s t i mul ado s  co m  o  ago n i s t a  IS O  ( 0 ,1  μ M,  5  h )  na  au s ên c i a  ou  

n a  p r es en ça  de  A TP  ( 1  mM ,  5  h )  e  en t ão  s ub m et i d o s  à  

i mu no c i to qu í mi ca  co m  m ar cação  f lu o r e s cen t e  com  o  an t i co r po  con t ra  

a  enz im a  p - AA - N AT .   

 O s  ens a i os  d em on s t r a r am  a  exp r es s ão  d e  p -A A - NA T  no  

c i t op l asm a  e ,  i n t e re s s an t emen t e ,  n o  n ú c l eo  d os  p i nea lóc i t os  ( f i gu ra  

1 5 ) .  T od av i a ,  não  f o r am ob s er v ad as  d i fe r en ças  s i gn i f i c a t i v as  n a  

i n t en s i d ad e  d e  m arcação  en t r e  os  t r a t am en to s  ( d ad os  n ão  m os t r ado s ) .  
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F i g u r a  1 5  –  I m a g e n s  r e p r e s e n t a t i v a s  d e  i m u n o c i t o q u í m i c a  o b t i d a s  p o r  

m i c r o s c o p i a  c o n f o c a l  d a  e x p r e s s ã o  d a  e n z i m a  p - A A - N A T  e m  p i n e a l ó c i t o s  

d i s p e r s o s .  ( A )  T r a t a m e n t o  c o m  I S O  ( 0 , 1 μ M ,  5 h )  e  ( B )  t r a t a m e n t o  c o m  I S O  e  

A T P  ( 1 m M ,  5 h ) .  M a r c a ç ã o  p o s i t i v a  p a r a  p - A A - N A T  e m  v e r d e .  N ú c l e o s  m a r c a d o s  

c o m  D A P I .  B a r r a  d e  e s c a l a :  2 0 µ m .  

  

 O  e f e i t o  d a  a t i vação  d o  r ecep t o r  P 2 X7  s o b r e  o  f a to r  d e  

t r an s c r i ç ão  NF - κB  f o i  av a l i ado  em cu l tu r a  d e  g l ând u l a s  p i n ea i s  

e s t im ul ad as  co m  IS O  (0 ,1  µM ,  5  h ) ,  n a  au sên c i a  ou  na  p r e s en ça  d a  

p r é - i n cu b ação  com o  b lo qu eado r  d a  t r an s l o cação  nu c l ea r  d o  NF -κB 

( P DTC  12 ,5  µM ,  48  h  an t es )  e  n a  aus ên c i a  ou  na  p r e sen ça  d e  ATP   

( 1  m M,  5  h ) .   

 N a  p r es en ça  de  PD T C,  o s  con t eú dos  d e  N AS  e  m ela t on i n a  

i nd uz id os  po r  IS O  f o r am  au m ent ado s .  Po r  s u a  v ez ,  a  e s t im ul ação  com 

A TP ,  i s o l ad am en t e  o u  com  PD TC ,  au m en t ou  o  con t eúd o  d e  N AS  e  

r ed uz iu  o  co n t eú do  d e  m el a t on i n a  ( f i gu r a  1 6 ) .  
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F i g u r a  1 6  –  E f e i t o  d o  P D T C  ( 1 2 , 5 µ M ,  4 8 h  a n t e s )  s o b r e  a  s í n t e s e  d e  

i n d o l a m i n a s  i n d u z i d a  p o r  I S O  ( 0 , 1 µ M ,  5 h )  n a  a u s ê n c i a  o u  n a  p r e s e n ç a  d e  

A T P  ( 1 m M ,  5 h )  e m  c u l t u r a  d e  g l â n d u l a s  p i n e a i s .  O  e n s a i o  f o i  r e a l i z a d o  c o m  a  

i n c u b a ç ã o  d e  P D T C  e  I S O  n a  a u s ê n c i a  o u  n a  p r e s e n ç a  d e  A T P .  O s  d a d o s  

r e p r e s e n t a m  a  m é d i a ± e . p . m .  d e  4  a  6  g l â n d u l a s  p o r  g r u p o  c o m  * p < 0 , 0 5  v e r s u s  

I S O ,  # p < 0 , 0 5  v e r s u s  I S O  +  P D T C  1 2 , 5 µ M .  

 

 Efei to  da  adenosina  sobre a  s íntese  de melatonina  

 

 C on s id e r and o  a  ex i s t ên c i a  d e  h id r ó l i s e  d e  ATP  p e l a  c as ca t a  d e  

ec t on uc l eo t id a se s  i d en t i f i c ad as  n es t a  g l ân du l a  ( N ik od i j ev i c  e  Kl e in ,  

1 9 89 ;  O rn e l a s  e t  a l . ,  2 01 3 ) ,  r e a l i z am os  o  e s tu do  d a  e s t imu l ação  

p u r i né r g i ca  co m  ad eno s i na  ( 0 , 1  –  1  mM )  s ob r e  a  p r od u ção  de  

m el a to n in a  in duz i da  p o r  IS O  ( 0 , 1  µ M,  5  h )  em  cu l tu r a  d e  g l ând u las  

p in ea i s .   

 A  e s t i mul ação  com  ad eno s i na  l evo u  a  u m  aum ento  dep end en t e  d e  

co n cen t r ação  n a  s ín t es e  d e  m el a t on i na  in duz i d a  po r  IS O  ( F i g u r a  17 ) .  
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F i g u r a  1 7  –  C u r v a  c o n c e n t r a ç ã o - e f e i t o  a  a d e n o s i n a  ( 0 , 0 1  –  1 m M ,  5 h )  n a  

s í n t e s e  d e  m e l a t o n i n a  i n d u z i d a  p o r  I S O  ( 0 , 1 μ M ,  5 h )  e m  c u l t u r a  d e  g l â n d u l a s  

p i n e a i s .  O  e n s a i o  f o i  r e a l i z a d o  c o m  a  i n c u b a ç ã o  d e  I S O  n a  a u s ê n c i a  o u  n a  

p r e s e n ç a  d e  a d e n o s i n a .  O s  d a d o s  r e p r e s e n t a m  a  m é d i a  ±  e . p . m .  d e  3  a  4  

g l â n d u l a s  p o r  p o n t o ,  e x p r e s s o s  e m  p o r c e n t a g e m  d o  c o n t e ú d o  d e  m e l a t o n i n a  

i n d u z i d a  p o r  I S O  ( 5 5 , 1 7 ± 4 , 0 9 n g / 2 0 0 µ L ) .  

 

 Efei to  da  est imulação  pur inérgica  sobre  a  s íntese  de 

TNF induzida  por  LPS  

 

 E m  d iv e rs os  mo de l os  d e  es t ud o  o  r ecep to r  P 2X 7  ap r esen t a - s e  

en vo lv i do  em  aco me t i m en t os  d e  i n j ú r i a  ( Wi l e y e t  a l . ,  2 011 ) ,  nos  q ua i s  

s u a  a t i v ação  p od e  d e s en cad ea r  a  s ín t e s e  d e  c i t o c in as  (F e r r a r i  e t  a l . ,  

2 0 06 ;  H id e  e t  a l . ,  2 0 00 ) .  E m  n os so  m o de lo ,  n o  en t an t o ,  o  d ecu rso  

t em po r a l  (1  –  5 h )  d a  i n cu b ação  d e  g l ân du l as  p i n ea i s  n a  p r es ença  d e  

A TP  (0 ,1  –  3 mM ) o u  Bz A TP ( 10  –  3 0 0 µ M )  n ão  ap r es en t ou  n ív e i s  

d e t ec t áv e i s  d e  TN F em n en hum a  d as  co n cen t r açõ es  t e s t ada s .   
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 A  p a r t i r  d a s  d em on s t r aç õ es  d o  n os so  g r up o  de  p es qu i s a  a ce r ca  

d o  e i xo  i mu ne - p i nea l  (M ark us  e t  a l . ,  20 07 )  qu e  d emon s t r a ,  d en t re  

o u t r as  c a r ac t e r í s t i ca s ,  a  c apac id ade  d a  g l ând u l a  d e  s in t e t i z a r  T NF  v ia  

a t i v ação  d e  T LR 4  ( C ruz -M ach ad o  e t  a l . ,  20 10 ) ,  b us camo s  av a l i a r  a  

p a r t i c ip ação  do  r ecep to r  P2 X 7 n a  f i s io p a to lo g i a  d a  g l ân du l a  p i nea l  

i nd uz id a  po r  LP S ,  v i s t o  qu e  am bo s  s ão  p ro t ag on i s t as  n a  m on tag em  da  

r e s po s t a  i n f l am at ó r i a .  

 

 

 S í n t es e  d e  T NF :  e s tu do  com  ag on i s ta s  

 G l ân du l as  p i nea i s  em  cu l tu r a  fo r am  e s t i mul ad as  com  LPS  

( 0 ,1µ g / m L,  3h )  n a  au s ên c i a  ou  n a  p res en ça  d e  A TP  (0 ,01  –  3m M ).  A  

e s t im ul ação  pu r i né r g i ca  l ev ou  a  u m a  redu ção  d ep end en t e  de  

co n cen t r ação  d o  con t eú do  d e  T NF  in duz id o  po r  LPS  ( f igu r a  1 8 ) .  
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F i g u r a  1 8  –  C u r v a  c o n c e n t r a ç ã o - e f e i t o  a o  A T P  ( 0 , 0 1  –  3 m M )  o u  a o  B z A T P  

( 1 0  –  3 0 0 µ M )  s o b r e  a  s í n t e s e  d e  T N F  i n d u z i d a  p o r  L P S  ( 0 , 1 µ g / m L ,  3 h )  e m  

c u l t u r a  d e  g l â n d u l a s  p i n e a i s .  O s  d a d o s  r e p r e s e n t a m  a  m é d i a  ±  e . p . m .  d e  4  a  7  

g l â n d u l a s  p o r  p o n t o  e  e s t ã o  e x p r e s s o s  e m  p o r c e n t a g e m  d o  c o n t e ú d o  d e  T N F  

i n d u z i d o s  p o r  L P S :  ( 5 3 , 6 2 ± 4 , 2 5 p g / 2 0 0 µ L )  p a r a  o  e n s a i o  c o m  A T P  e  

( 3 8 , 6 3 ± 2 , 8 2 p g / 2 0 0 µ L )  p a r a  o  e n s a i o  c o m  B z A T P .  

 

 

 S í n t es e  d e  T NF :  e s tu do  com  an t ag on i s ta s  

 G l ân du l as  p i n ea i s  em  cu l t u r a  f o r am  p r é - i ncub ad as  co m  o  

an t ag on i s t a  d o  recep to r  P2 X 7  BB G ( 0 ,0 01  –  10µ M,  1 h  an t e s )  e  

e s t im ul ad as  co m  LPS  ( 0 , 1µg /m L,  3 h ) .  A  e s t im ul ação  com  BB G  l evou  

a  um a  r edu ção  dep end en t e  d e  con cen t r ação  no  co n t eú d o  de  TNF 

i nd uz id o  po r  LP S  ( f i gu r a  1 9 ) .  
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F i g u r a  1 9  –  C u r v a  c o n c e n t r a ç ã o - e f e i t o  a o  B B G  ( 0 , 0 0 1  –  1 0 µ M ,  1 h  a n t e s )  

s o b r e  a  s í n t e s e  d e  T N F  i n d u z i d a  p o r  L P S  ( 0 , 1 µ g / m L ,  3 h )  e m  c u l t u r a  d e  

g l â n d u l a s  p i n e a i s .  O s  d a d o s  e s t ã o  r e p r e s e n t a d o s  c o m o  m é d i a  ±  e . p . m .  d e  3  a  5  

g l â n d u l a s  p o r  p o n t o  e  e x p r e s s o s  e m  p o r c e n t a g e m  d e  T N F  i n d u z i d o  p o r  L P S  

( 5 6 , 2 1 ± 4 . 3 4 p g / 2 0 0 µ L ) .   

 

 O  e f e i t o  d e  o u t r o  an t ag on i s t a  d o  r ecep to r  P 2 X7 ,  KN 62  ( 5 0  e  

1 0 0µM ,  1h  an t es )  t am b ém  f o i  t e s t ado  s ob r e  a  s ín t e s e  de  T NF  i nd uz ida  

p o r  LP S  (0 ,1µ g /m L,  3 h )  em  cu l tu r a  de  g l ân du la s  p in ea i s .  O  con t eúdo  

d e  T NF  i nd uz id o  p o r  LP S  n ão  fo i  a l t e r a do  com  a  p r é - i n cu b ação  d e  

K N 62  n a  m eno r  co n cen t r ação  m as  f o i  r eduz id o  na  p r es ença  d a  

co n cen t r ação  1 00 µM  ( f ig u r a  20 ) .  
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F i g u r a  2 0  –  E f e i t o  d o  a n t a g o n i s t a  K N 6 2  ( 5 0  e  1 0 0 µ M ,  1 h  a n t e s )  s o b r e  a  

s í n t e s e  d e  T N F  i n d u z i d a  p o r  L P S  ( 0 , 1 µ g / m L ,  3 h )  e m  c u l t u r a  d e  g l â n d u l a s  

p i n e a i s .  O s  d a d o s  r e p r e s e n t a m  m é d i a  ±  e . p . m .  d e  3  a  4  g l â n d u l a s  p o r  g r u p o  c o m  

* p < 0 , 0 5  v e r s u s  L P S .   
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Discussão 

P ur in a s  s ão  m ol écu l as  a l t am en t e  p r es e r v ad as  n os  t r ê s  d om ín i os  

d a  v i d a .  Em bo r a  s u as  p r im ei r a s  f u n çõ es  d es c r i t a s  t enh am  s ido  

r e l ac i on ad as  ao  m et abo l i sm o  en e rg é t i co  em  fu n ção  d o  AT P ,  s eu  p ap e l  

co mo  m en s ag e i r o  in t race lu l a r  e ,  m a i s  r e cen t em en t e ,  com o  m ed i ador  

d e  r es pos t as  ex t r ace l u l a r es  v em  s en do  d em on s t r ad o .  

 Im p o r t an t es  p a r t i c i p açõ es  d a  s ina l i z ação  p u r in é r g i ca  em 

p r o cess os  co mo  n eu r o t r an smi ss ão  e  neu r omo d u l ação  ( Spe r l ág h  e t  a l . ,  

2 0 06 ;  Kh akh  e  N or t h ,  20 12 )  o u  em  p ro cess os  i n f l am ató r io s  s i s t êm icos  

( J un g er ,  2 01 2 ;  E l t z s ch ig  e t  a l . ,  2 01 3)  e  no  S NC (C l a r k  e t  a l . ,  20 10)  

e s t ão  d es c r i t o s  e  s ão  d e  i n t e r es s e  p a r a  m úl t ip l as  á r ea s  d o  

co nh ec i m en t o .  

D en t r e  o s  r e cep to re s  pu r i n é r g i cos ,  o  s ub t ip o  P2 X 7 v em  sendo  

e s tu dad o  com  g r and e  i n t e r es se  em  cé l u l as  do  s i s t em a  im un o l óg i co  e  

em  cé l u l a s  d o  s i s t em a  n er vo so  d ad a  a  m o du l ação  q u e  e s t e  r ecep t o r  

ex e r ce  n a  a t i v i dad e  d es t as  c é lu l a s  e  a  s u a  p a r t i c ip ação  em 

a co me t im en t os  d e  i n j ú r i a ,  n o c io cepção  e  n eur o i n f l amação .  C om  as  

d emo ns t r açõ es  d e  q u e  a  e s t i mul ação  p u r i né r g i ca  m od u l a  a  s í n t es e  de  

i nd o l am in as  pe l a  g l ân du l a  p i nea l  (F e r re i r a  e t  a l . ,  19 94 ;  Pe t r i l l i ,  20 12)  

e  qu e  es t e s  ho r mô ni os  es t ão  env o lv id os  n a  m on t ag em  d a  r esp os t a  

i n f l am at ó r i a ,  como p os tu l ado  p e lo  e ix o  im u ne - p in ea l  (M ar ku s  e t  a l . ,  
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2 0 13 ) ,  b us cam os  ca r ac t e r i z a r  a  exp r e s s ão  do  recep to r  P 2X 7 na  

g l ân du l a  p in ea l .   

 

Expressão do RNAm e  da  proteína  do  receptor P2X7  

 O  p r im ei r o  p as so  de s s a  in ves t i g ação  fo i  av a l i a r  s e  o  r e cep to r  em 

q u es t ão  e s t a r i a  exp r e s s o  na  g l ân du la  p i n ea l .  A  av a l i a ção  q u a l i t a t i va  

d o  p ro du to  d e  amp l i f i c ação  d o  R NA m  do  P2 X 7  s ug er e  a  p r e s en ça  

co ns t i t u t i v a  n a  g l ân d u l a  p i n ea l  d e  r a to s .  Em  a l gu ns  t i p os  c e l u l a r es  do  

S NC ,  emb o ra  o co r r a  a  t r ans c r i ç ão ,  a  p r o t e í n a  d o  r ecep to r  n ão  fo i  

i d en t i f i c ad a  ( Sp e r l ág h  e t  a l . ,  20 06 ) .  N o  s i s t em a  im une  a  ex p r es são  

p r o t e i ca  d o  r ecep t o r  P 2 X7  f o i  i d en t i f i c ad a  em  to dos  o s  t i p os  c e lu l a r es  

t e s t ad os  ( J u ng e r ,  2 0 11 ) .  E m  n os so  m od e l o ,  a  ex p r es são  p r o t e i ca  do  

r ecep t o r  po d e  s e r  ob s e rv a da  em  p in ea ló c i to s ,  neu rô n i os  m od i f i cado s  e  

c é l u l as  fu nc io n a i s  n a  s ín t e s e  d e  me l a to n i n a  ( A r en d t ,  1 995 ,  E ks t r om  e  

M is s l ,  2 00 3 ) .   

A  p a r t i r  d a  dem on s t r ação  d e  q u e  o  recep to r  e s t á  

co ns t i t u t i v am en t e  ex p r es s o  em  n os so  m od e l o ,  b us camo s  av a l i a r  a  

f u n ção  do  P2 X 7  s ob r e  a  s í n t es e  de  i nd o l am in as  e  d e  T NF  p e la  

g l ân du l a  p in ea l .  
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Síntese  de  indolaminas  induzidas  por  ISO  

 D es de  a s  p r im ei r as  d e s c r i çõ e s  d o  r ecep to r  P 2 X7  (B u i s m an  e t  a l .  

1 9 88 ) ,  f o i  ob s e r v ad o  qu e  e s t e  r e cep to r  so m en t e  e r a  a t i v ado  m ed ian te  

a l t a s  con cen t r açõ es  d e  A TP  (K h ak h  e  N o r t h ,  2 01 2 ) ,  o  que  p oss ib i l i t a  a  

f o rm ação  de  s eu  ago n i s t a  end óg eno ,  o  A T P - 4 ,  e  é  u m a  f e r r am en t a  p a ra  

d i s t i n gu i r  a  a ção  do  r ecep to r  P2 X 7  d os  d em ai s  r e cep to r es  P 2  ( Go r don ,  

1 9 86 ;  M ark w ard t  e t  a l . ,  19 97 ,  S p e r l ág h ,  2 00 6 ;  Co dd ou  e t  a l . ,  2011 ;  

K h ak  e  N o r th  2 01 2) .   

 P a r a  an a l i s a r  o s  e f e i t os  d e  s u a  a t iv ação  so b r e  a  s ín t e se  de  

i nd o l am in as  i nd uz i d a  po r  IS O  n a  g l ând u l a  p i nea l ,  r ea l i z amos  um 

en s a io  com  d i f e ren t es  con cen t rações  d e  A TP .  Com o  po de  s e r  

o bs e r v ad o ,  o  co n t eú d o  d e  N AS  fo i  aum en t ad o  en qu an t o  o  con t eú do  de  

m el a to n in a  f o i  d im in u íd o  d e  m an e i r a  d ep en d en te  d a  co n cen t r ação  

p u r i né r g i ca  

 O  e f e i t o  d e  p u r in as  com o  o  ATP  e  A D P  s ob r e  o  co n teú do  de  

N A S j á  h av i a  s i do  o bs e r vado  (F e r r e i r a  e t  a l . ,  1 99 4 )  e  c a r ac t e r i z ado  

co mo  med i ado  p e l a  a t i v ação  d e  rece p to r e s  P2 Y 1  (F e r r e i r a  e t  a l . ,  2 001 ;  

P e t r i l l i ,  20 12 ) .  Es t e  e f e i to  so b r e  o  con t eú do  d e  N AS  é  m ed i ad o  p e l a  

a t i v ação  d a  P LC  ( F e r r e i ra  e t  a l . ,  200 1 )  e  co ns equ en t e  au m en to  da  

co n cen t r ação  do  Ca + 2  i n t ra ce l u l a r  (Fe r r e i r a  e t  a l . ,  20 03 ) .  E s t as  v i as  

co nv e r gem p a ra  u m  aum en to  d a  a t i v i d ad e  d e  P KC ,  qu e  p ode  

am pl i f i c a r  a  s i n a l i z ação  d e  AM Pc  e  P K A a tu and o ,  p o r t an to ,  t an to  n a  

f o s fo r i l a ção  d e  CRE B  q u an t o  n a  fo s fo r i l a ção  d o  com pl ex o  AA - N AT  /  
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1 4 -3 - 3  ( B a l e r ,  19 97 ;  Gang u l y e t  a l . ,  2 0 01 ;  S imm on n eaux  e  R ib e l ayg a ,  

2 0 03 ;  Kl e in ,  2 00 7 ) .   

 A p esa r  d e  se r  u m recep t o r  i o no t r óp i co ,  a  a t i v ação  d o  P2X 7  p od e  

l ev ar  a  um  aum ento  da  a t i v i d ad e  d e  P KC  ( Br ad fo rd  e  So l t o f f ,  20 02 )  

co n t r i bu in do  n o  e fe i t o  ob s e rv ad o  do  au m en t o  d e  N AS  deco r r en te  da  

a t i v ação  d o  r ecep to r  P 2Y 1 ,  e sp ec i a lmen t e  n as  co n en t r açõ es  m ai s  a l t a s  

d o  ens a io ,  em  q u e  p o de r i a  o co r r e r  o  i n f lu xo  d e  C a + 2  ex t race lu l a r  pe l a  

ab e r t u r a  do  can a l  P2 X 7 (B r ow n e  e t  a l . ,  20 10 ;  Yo un g ,  2 010 ) .  

 A  r ed u ção  n o  con teú do  d e  m el a t on in a  m ed i ad a  p e l a  e s t im ul ação  

p u r i né r g i ca  com  AD P  f o i  p e l a  p r im ei ra  v ez  o bs e rv ad a  p or  n oss o  g ru po  

n o  t r ab a l ho  d e  P e t r i l l i  ( 2 01 2) .  P a r a  co m pr ov a r  o  en vo lv im en to  do  

r ecep t o r  P2 X7  n essa  r e sp os t a ,  u t i l i z am os  o  s eu  ago n i s t a  m ai s  p o t en t e  

-  o  Bz A TP  (D onn e l l y- R o b e r t s  e t  a l . ,  20 09 ) .  A  es t i mul ação  de  

g l ân du l a s  p in ea i s  co m  IS O  e  Bz AT P d emo ns t r ou  um a  t end ênc i a  de  

au m en t o  do  co n t eúd o  d e  N AS.  

 C l a s s i camen t e ,  BzA TP  n ão  a t i v a  r ecep to r es  P 2 Y 1  e ,  d es se  mo do ,  

r e i t e r am os  o s  d ado s  d o  no ss o  g ru po  d e  p e sq u i s a  qu e  d emo ns t r a r am 

q u e  o  au m en t o  de  N AS  m ed i ad o  p e l a  e s t i mul ação  p u r i né r g i ca  é  

d eco r r en t e  d a  a t i vação  do s  r ecep t o re s  P2 Y 1  (F e r re i ra  e t  a l . ,  20 01 ;  

P e t r i l l i ,  20 12 ) .  A  t end ênc i a  de  aum en to  d o  co n t eúd o  de  N A S  su ge r e  

u m a con t r i bu i ção  da  a t iv ação  do  r ecep t o r  P 2X 7 n es t e  e f e i t o .  

 A ce r ca  do  con teúdo  d e  m e l a to n i n a ,  a  e s t im ul ação  pu r in é r g i ca  

co m  Bz ATP  d em ons t ro u  um a  r edu ção  d e s t a  i nd o l am in a  n os  m eio s  d e  

i n cu b ação ,  r e su l t ad o  s em el h an t e  ao  o b s e rv ad o  à  e s t im ul ação  com 
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A TP ,  (o bs e r vado  ne s t e  e s t ud o )  e  com  A DP  (P e t r i l l i ,  20 1 2) .  Emb o ra  

A D P s e j a  u m agon i s t a  d e  b a i x a  a f in id ad e  p e l o  r ecep t o r  P2 X7 ,  a  

i n cu b ação  de  a l t a s  co n cen t r açõ es  d es s e  ago n i s t a  p o r  l on g os  p e r ío dos  

p o de  l ev a r  a  a t i v ação  do  P2 X 7 ( No r th  e  S ur p r en an t ,  2 00 0 ;  S p er l ágh   

e t  a l . ,  20 06 ;  D o nne l l y - R o b e r t s  e t  a l . ,  2 00 9 ;  K h ak h  e  N o r t h ,  2 01 2 ) .  

A l ém  d i s so ,  a  r e spo ns iv id ad e  d o  n os so  m od e lo  ao  Bz ATP  t am b ém  é  

u m  in d i ca t iv o  qu e  s ug e r e  a  p a r t i c ip ação  do  r ecep to r  P2 X 7 n es se  

co n t ex to .  

 R e fo r çan d o  no ss a  h ip ó t es e ,  a  i n cub ação  d e  g l ând u l as  p in ea i s  

co m su r ami n a ,  u m c l ás s i co  an t ago n i s t a  n ão -s e l e t iv o  p a r a  r e cep t o res  

P 2 ,  n ão  r ev e r t eu  a  r edu ção  no  co n t eú d o  de  m el a to n in a  m ed iado  p e l a  

e s t im ul ação  p u r in é r g i ca .  A  co n cen t r ação  es co lh id a  d e  su r am in a  n ão  

a t u a  n os  r ecep to r es  P 2 X4  e  P2 X 7 ,  mas  in ib e  a  a t i v ação  d os  d emai s  

r e cep t o re s  P 2  (K h ak h  e  No r t h ,  2 01 2) ,  i n c lu s i v e  d e  P 2 Y 1 ,  r ev e r t end o  o  

au m en t o  d e  N AS  m ed i ad o  p or  AT P  ( F e r r e i r a  e t  a l . ,  19 9 4 ;  Mo r t an i -

B a rb os a ,  20 00 ) .   

 C on s id e r and o  os  r ecep to r es  n os  qu a i s  o  Bz A TP é  um  im po r t an te  

ag on i s t a ,  no t ad amen t e  P 2X 1,  P2 X 2,  P 2 X3  e  P 2X 7  (B i an ch i  e t  a l . ,  

1 9 99 )  e  o  an t ago n i s mo  ex er c id o  p e l a  s u r ami n a ,  qu e  comp r eend e  t od os  

o s  r ecep t o r e s  P2 ,  ex ce to  P 2X 4  e  P2 X7  ( Kh akh  e  No r t h ,  2 0 12 ) ,  t emos  

f o r t e s  i n d í c io s  qu e  su g e r em um  p ape l  im po r t an t e  do  r ecep to r  P2 X7  n a  

r ed u ção  do  co n t eúdo  de  m el a to n in a .  

 C om  a  u t i l i z ação  d o  K N 62 ,  um an t ag o n i s t a  a l os t é r i co  s e l e t i vo  

p a r a  o  r e cep t o r  P2 X 7,  pu d em os  ob se r v a r  um a  r ev e rs ão  p a r c i a l  dos  
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n ív e i s  d e  m e l a to n in a ,  q u e  n ão  s ão  igu a i s  ao  con teúd o  de  m el a t on in a  

i nd uz id o  p o r  IS O ,  m as  qu e  j á  é  m aio r  d o  qu e  o  con teúd o  o bs e rv ado  na  

p r e s en ça  d e  A TP ,  r e i t e r an do  a  p a r t i c i p açã o  do  r ecep to r  P 2X 7  n esse  

s i s t ema  e  su s c i t an d o  qu e  po d e r i am  t e r  s id o  u t i l i z ad as  m ai o r es  

co n cen t r ações  d o  an t ag on i s t a ,  v i s to  qu e  seus  e f e i t os  s ão  m en o r es  em 

r a to s  d o  qu e  em hum ano s  ( G ar g e t t  e  Wi l e y,  1 99 7 )  ou  nov as  c l as s e s  de  

an t ag on i s t as  m ai s  es p ec í f i co s  e  c om p et i t i vo s  (Wi l e y e t  a l . ,  2 01 1) .  

 

Metabol ização  de  melatonina 

O  p r im ei r o  pa s s o  p a r a  i nv es t i g a r  a  r ed u ção  o bs e rvad a  no  

co n t eúd o  de  m el a to n i n a  m ed i ad a  p e l a  e s t im ul ação  p u r i n é r g i ca  f o i  

av a l i a r  s e  o cor r i a  a  a t i vação  d e  en z im as  de  m etab o l i z ação  da  

m el a to n in a ,  com o a  C YP 1 A1 ,  C YP2 C9  o u  C YP2C 19 ,  qu e  p od em 

ca t a l i s a r  a  con v e rs ão  d e  m el a t on in a  em  N AS  ( Facc io l á  e t  a l . ,  2 001 ;  

M a  e t  a l . ,  20 05 ;  P and i -P e ru m al  e t  a l . ,  20 06 ) .  Es t a s  enz im as  es t ão  

ex p r es s a s  em  cé lu l a s  d o  SN C  ( M eye r ,  e t .  a l ,  20 07 )  e  n a  b a r r e i r a  

h em ato - ence f á l i c a  ( D ec lèv es  e t  a l . ,  20 1 1)  p od end o  e s t a r  p r es en t es  na  

g l ân du l a  p i n ea l  e  l ev ar  à  f o rm ação  d e  6 - OH -m e la to n i n a  (F acc io l á   

e t  a l . ,  20 01 ;  H ad e r l an d  20 10 ) .    

 D es t a  fo r ma ,  g l ân du l as  p in ea i s  em  cu l t u ra  f o ram  in cub adas  com 

m el a to n in a ,  em co n cen t r ação  sem elh an t e  à  obs e r v ada  em no ssos  

en s a io s  ap ós  o  es t ím ul o  b e t a - ad r en é rg i co ,  n a  p r e s en ça  o u  n a  au s ên c ia  

d e  ag on i s t a s  pu r iné r g i cos .  At r av és  da  q uan t i f i cação  do  co n t eú do  d e  
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N A S e  m el a t on in a  n os  m ei os  d e  i ncu b ação ,  n ão  fo r am  d e t ec t ados  

n ív e i s  d e  N AS  e  o  co n t eú do  de  m el a to n in a  n ão  f o i  a l t e r ad o  na  

p r e s en ça  d e  e s t im ul ação  p u r i né r g i ca ,  i nd i cand o  que  n ão  ho uv e  

co nv e r são  enz im át i ca  d e  m e l a to n i n a  em  NAS .   

 C om  es t e  en s a i o ,  t am b ém  d esca r t am os  a  h i pó t es e  de  q u e  a  

e s t im ul ação  pu r i n é r g i ca  a t i v a ,  n es s e  co n t ex to ,  o u t r as  enz i mas  capazes  

d e  m e t ab o l i z a r  m el a to n in a  em  de r iv ado s  d o  AFM K ,  com o as  

p e r ox i d as e s  ( T an  e t  a l . ,  20 07 ;  H a rd e lan d ,  20 10 )  o u  a  ID O  ( Mar t eau  

e t  a l . ,  20 05 ) .  

 U m a  o u t r a  h i pó t e se  s ob r e  a  co nv e r são  d e  me l a to n i n a  em  s eus  

m et abó l i t o s  s e r i a  d eco r r en t e  d a  in t e ração  d i r e t a  d e s s a  m ol écu l a  com 

r ad i ca i s  l i v r e s  e / ou  h i d ro x i l as ,  q ue  p od e r i am se r  fo rm a dos  a  p a r t i r  do  

A TP .  E mb or a  o  ensa i o  n ão  t enh a  d emo ns t rado  a l t e r açõ es  n o  con t eúdo  

d e  m el a t on in a ,  o  qu e  in d i ca  qu e  e s s a  i n t e r ação  n ão  o cor r e  o u  não  é  

r e l ev an t e ,  a s  e c t oenz im as  qu e  h i d ro l i s am  A TP,  p o r ém,  ap r es en tam 

ex p r es s ão  e  a t i v idad e  aum en tad a  d u ran t e  a  f as e  d e  e s cu r o  (O r ne las   

e t  a l . ,  20 13 ) .   

D ad os  d em on s t ram  q ue  ec to nu c l eo t id as e s  p l as m át i cas  

ap r e sen t am  u m a a t i v i d ad e  m ai o r  d u r an t e  a  f a se  de  e s cu ro  em 

d eco r r ên c i a  d e  um  m ecan i sm o  dep end en t e  d e  es t im ul ação  β -

ad r ené r g i ca  ( De t an i co  e t  a l . ,  2 01 0) .  Des t e  mo do ,  g r aça s  a  e s t im ul ação  

co m  i so pr en a l i n a ,  au m en t and o  a  a t i v id ad e  de ss a s  enz i mas  n a  g l ân du l a  

p in ea l ,  po d e r i a  h av e r  u m au m ent o  da  qu an t i d ad e  d e  h i d ro x i l as  ou  
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m esmo  d e  e s péc i e s  r e a t iv as  q u e  po d er i am  i n t e r ag i r  com  a  m ol écu l a  de  

m el a to n in a  (T an  e t  a l . ,  2 00 3 ;  T an  e t  a l . ,  2 00 7 ;  H a rd e l and ,  2 01 0) .   

 U m  con t r a  po n t o  em  r e l ação  a  es s a  h ip ó t es e  po d er i a  s e r  

l ev an t ado  p e l o  aum en to  d e  N AS  em  f un ção  da  e s t im ul ação  com 

i so p ren a l i n a  e  ATP ,  t o d av i a ,  a  l i t e r a tu r a  ap on ta  q ue  a  h i d r o x i l a ção  d e  

m ol écu l as  d e  N AS n ão  o co r r e  ou  é  i r r i s ó r i a  ( M a e t  a l . ,  200 8 ) .  

 

Mecanismos intracelulares   

B us can do  av a l i a r  o s  m ecan i sm os  en vo lv i do s  n a  mod u l ação  

p u r i né r g i ca  d a  p in ea l  s ob r e  o  con t eúd o  de  N AS  e  m e l a t on i na ,  

i nv es t i g amo s  a  p a r t i c ip ação  d a  P LC ,  v i a  d e  t r ans du ção  en vo lv i d a  n a  

m ed i ação  do s  e f e i tos  d a  a t i v ação  d o  r ecep t o r  P2Y 1  n a  p in ea l  

d emo ns t r ado  an t e r i o rm en te  (F e r r e i r a  e  M ark us ,  2 00 1) .  Os  d ados  

o b t id os  n es t e  e s t ud o  r e i t e r a r am ,  a t r av é s  do  b l oq u e i o  fun c io n a l  d es t a  

v i a  p e lo  in i b i do r  U7 3 12 2 ,  a  p a r t i c i p ação  d a  v i a  d a  P LC  na  m od u l ação  

d a  s ín t e s e  d e  N AS .  A  in ib i ção  d a  P LC ,  co n t ud o ,  n ão  r ev e r t eu  os  

e f e i t os  ob s e r v ad os  p e l a  es t im ul ação  p u r i né r g i ca  s ob r e  o  co n t eú do  d e  

m el a to n in a .  

 O  env o l v im en to  d a  P LC  n a  m ed i a ção  d o  e f e i to  da  es t im ul ação  

p u r i né r g i ca  n es t e  e s tu do  p od e r i a  s e r  d eco r r en t e  d e  uma  mo du lação  

s ob r e  a  enz i m a  A A - N AT ,  enz i m a  ch av e  n a  v i a  b i os i n t é t i c a  da  

m el a to n in a  p ro duz in d o  o  p r ecu r so r  NA S  (K le in ,  2 00 7 ) .  N ão  av a l i amos  

a  a t i v id ade  d e s t a  enz im a  n e s t e  t r ab a lh o  m as ,  d ados  d e  n os so  
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l abo r a t ó r io  d em on s t r am  q ue  a  a t i v ação  d e  r ecep to r es  P2Y 1  n a  p in ea l  

p o r  A DP n ão  a l t e rou  a  a t i v id ade  d e s t a  enz im a  (P e t r i l l i ,  201 2 ) .  

 A  f o rm ação  d e  u m  com pl exo  fo s f o r i l ad o  com  a  p r o t e í na  

ch ap er on a  1 4 -3 -3  co ns t i t u i - s e  em  impo r t an t e  ev en to  in t race lu l a r  p a ra  

a  e s t ab i l i d ad e  e  fu n c i on a l id ade  d a  enz im a  AA - N AT  (K l e i n ,  20 07 ) .  

N ess e  co n t ex to ,  b us cam os  av a l i a r  s e  a  a t i v ação  de  r ecep to r e s  P 2X 7  na  

p in ea l  a l t e r a r i am  o s  n ív e i s  d e  fo s fo r i l a ção  d a  enz ima  A A - NAT.  

 A t r av és  d e  an á l i s e  im un o c i t oq u ím ica  n ão  ev i den c i amos  

a l t e r açõ es  no s  n íve i s  d e  f os f o r i l a ção  d a  A A - NA T  em p i n ea ló c i tos  

e s t im ul ad os  com  IS O  o u  I S O  e  A T P ,  su g e r in d o  m ai s  u m a v ez  q u e  es t a  

v i a  n ão  e s t á  en vo lv id a  no s  e f e i to s  da  e s t im ul ação  p u r in é r g i ca  aqu i  

o bs e r v ad os .  

 D ad os  d a  l i t e r a tu r a  d emo ns t r am  o  en vo lv im en to  d a  v i a  do  f a t o r  

d e  t r an s c r i ç ão  NF -k B n a  a t iv ação  d o  r ecep t o r  P 2X 7  em  v á r i os  

s i s t emas  (F e r r a r i  e t  a l . ,  19 97 ;  Li u  e t  a l . ,  2 01 1) .  N a  g l ând u l a  p i n ea l  o  

N F -kB  encon t ra - se  co ns t i t u t iv amen te  ex pr e s s o  e  ap re s en t a  p ape l  

i nv e rs amen t e  co r re l ac i on ado  à  s ín t e s e  d e  N AS  e  de  m el a t on in a  

( F e r r e i r a  e t  a l . ,  2 0 05 ;  C econ  e t  a l . ,  20 10 ) .  N oss os  r es u l t ados  

d emo ns t r am  qu e  o  b l oq ue io  da  t r an s l ocação  nu c l ea r  d e  NF - kB 

au m ent a  os  n ív e i s  d e  N AS  e  d e  m el a to n i n a  in duz id os  p o r  e s t imu l ação  

β 1 - ad r en ér g i ca ,  mas  n ão  r ev e r t e  o s  e f e i tos  d o  AT P  so br e  a  

p o t en c i ação  d e  NA S  o u  a  i n ib i ção  d o  con teúd o  d e  m el a t on in a ,  

s ug e r i nd o  qu e  e s t a  v i a  d e  s i n a l i z ação  n ão  é  a  r e sp on s áve l  p e l o  e fe i to  

i n i b i t ó r io  d o  con t eú d o  de  m el a to n in a  aq u i  o bs e rv ado .  
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 O s  d ado s  ap re s en t ad os  s ug e r em  q u e  ex i s t em  m ecan i smos  

d i fe r en c i a i s  en t r e  a  r egu l ação  d e  N AS  e  d e  m e la to n i na  q u e ,  em bo ra  

n ão  t en h am s i do  e s c l a r ec i d as  as  v i a s  en vo lv i d as  n a  r edu ção  de  

m el a to n in a ,  t a i s  r es u l t ado s  s ão  po ss ive lm en t e  d eco r r en t es  d a  a t i vação  

d e  d i f e r en t es  r e cep to r es  P2  ex p re s s os  n os  p i n ea l óc i to s .  A l ém  d i s so ,  

n os so s  d ad os  t amb ém apo n t am  p a r a  um  e f e i t o  d i f e r en c i a l  en t r e  a  

a t i v ação  d e  r ecep to r e s  P1  e  P2  uma  v ez  qu e  a  e s t im ul ação  com 

ad eno s i na  aum en to u  os  n í v e i s  de  m e la to n i na  ind uz i do s  p e l a  

e s t im ul ação  β 1 - ad r en é rg i ca .  Va l e  re s s a l t a r  q u e  os  e f e i t os  e  a  

s in a l i z ação  i n t r ace l u l a r  d a  ad eno s ina  n a  p in ea l  s ão  co n t ro v e rs os ,  

ex i s t i n do  n a  l i t e r a t u ra  d ad os  s em el h an t es  aos  ob se r v ado s  p or  nos so  

g r up o  d e  p es qu i s a  ( G h a r i b  e t  a l . ,  19 8 7 ,  19 89 ;  S ar d a  e t  a l . ,  1 989 ;  

N i ko d i j ev i c  e  K le in ,  1 98 9) .  

 R esp os t a s  d i f e r enc i a i s  en t r e  N AS e  m e l a to n i n a  j á  f o r am 

o bs e r v ad as  m ed ian t e  e s t í mul os  e s t r es s o r es  (S egg i e  e t  a l . ,  19 85 )  a l ém 

d a  d em o ns t r ação  de  n í v e i s  e l ev ado s  d a  enz i m a  A A - N AT  t e r em  s i do  

en con t r ado s  con com i t an tem en t e  co m b a ix os  n ív e i s  d e  me l a t on in a  após  

a  r e a l i z ação  d e  ex er c í c i os  ex t enu an t es  ( Y ag a  e t .  a l ,  20 07 ) .  

Lo g o ,  como  o  A TP  é  um  im po r t an t e  D A MP s i s t êmi co  ( J un g er ,  

2 0 11 ) ,  su a  l i b e r ação  em  a l t a s  con cen t r açõ es  n a  g l ân du l a  p in ea l  po de  

s e r  um  s in a l  d e  e s t r e s se ,  qu e  l ev a  a  um a  mo du l ação  d u a l  en t r e  N AS  e  

m el a to n in a  d e  mo do  q u e  os  m ecan i sm os  en vo l v i do s  e  a  i mp o r t ân c i a  

f i s io ló g i ca  d es s es  f en ôm en os  p erm an ecem  in con c lu s i vo s ,  m ui t o  

em bo r a  t en h am  s id o  d es ca r t ado s  c l ás s i co s  m ecan i s mos  bem 



75 

e s t ab e l ec i do s  d a  r eg u l ação  d a  fu n ção  p in ea l .  E s t es  d ad os  ab r em  no vos  

q u es t io n am en to s  pa r a  i n v es t ig açõ es  f u t u r as  s ob r e  os  p ap é i s  da  

m od u l ação  p u r in é rg i ca  s o br e  o  co n t eúd o  d e  N AS e  m el a to n i n a .  

 

Síntese  de  TNF induzida por LPS 

 C om  as  d emo ns t raçõ es  do  no sso  g r u po  de  p es qu i s a  q u e  a  

g l ân du l a  p i n ea l  é  cap az  d e  s in t e t i z a r  T NF  a  p a r t i r  d a  es t i mul ação  com 

LP S  ( Cr uz -M ach ado  e t  a l . ,  2 01 0 )  e  q u e  a  es t imu l ação  po r  A TP ,  

a t i v an do  r ecep to r es  P 2 X7 ,  é  um  es t í mul o  ab so l u t o  p a r a  s í n t es e  de  

T NF  em  a lg un s  m od e lo s  d e  es tu do  d e  m ic r og l i a  (H id e  e t  a l . ,  20 00) ,  

b us cam os  av a l i a r  s e  a  a t i v ação  do  P 2X 7  l ev ar i a  à  s ín t ese  d e  TNF  na  

g l ân du l a  p in ea l  d e  r a to s .  Em  n oss os  en s a i os ,  em  u m d ecu r so  t em po ra l  

co mp r een d i do  en t re  u m a  a  c in co  h ora s ,  a  i ncub ação  d e  A TP  ou  de  

Bz AT P  em  d i f e r en te s  co ncen t r açõ es  não  ap r es en to u  n í ve i s  d e t ec t áv e i s  

d e  T NF .  A  p a r t i r  de s t a  d em on s t r ação  d e  q u e  o  A TP  n ão  é  u m  e s t ím ul o  

ab so lu t o  p a r a  a  s í n t e se  d e  T NF ,  b us cam os  i nv es t i g a r  qu a i s  s e r i am  os  

e f e i t os  d a  e s t im ul ação  p u r in é r g i ca  s ob r e  a  s ín t e s e  de s s a  c i t o c in a  em 

g l ân du l a s  p in ea i s  de s a f i ad as  com  LP S .  A  d emo ns t r ação  de  q u e  A TP  e  

Bz AT P r ed uz em o  co n t eúd o  d e  TN F no s  m eio s  d e  in cub ação  d e  modo  

d ep en d en t e  d e  co ncen t r ação  su g e r em q u e  es t e  e f e i t o  se j a  m ed i ado  

p e lo  r ecep t o r  P2 X7 u m a  v ez  q u e  a s  con cen t r açõ es  u t i l i z ad as  d e  ATP  e  

d e  BzA TP  s ão  ca r ac t e r í s t i ca s  d a  f a r m aco l og i a  d es t e  r e cep to r  

( Sp e r l ágh ,  2 00 6 ;  C od do u  e t  a l . ,  201 1 ;  Kh ak  e  No r t h  2 01 2 ) .  Além 
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d i s so ,  h á  t am b ém a  s ug es t ão  de  q u e  es t e s  r e cep to r e s  es t e j am 

ex p r es s os  n a  mi c rog l i a  d a  g l ân du la  p in ea l ,  c é l u l a s  r es pon s áv e i s  p e l a  

s ín t e s e  d e  TN F na  p in ea l  (C ruz -M achad o  e t  a l . ,  2 01 2 ) .  

 R esu l t ado s  s em el han t es  s ão  obs e r v ado s  em a s t ró c i to s  (K u ch er  e  

N ea r y,  2 0 0 5)  e  em m ac r ó f ago s  p e r i t on a i s  ( H as kó  e t  a l . ,  2 0 00 )  on d e  a  

i n cu b ação  com  A TP  r eduz  o s  n ív e i s  de  T NF in duz i do s  po r  LP S .  

 P a r a  av a l i a r  s e  os  e f e i t os  obs e r v ad os  são  med i ado s  p e l o  recep t o r  

P 2X 7,  g l ând u l as  p in ea i s  p r é - t r a t adas  com  BBG ,  an t ag o n i s t a  n ão -

s e l e t i vo  de  r ecep to r e s  P2 ,  m as  po ten t e  i n ib i do r  d a  a t i v ação  do  

r ecep t o r  P 2X 7,  o u  co m  o  an t ag on i s t a  s e l e t i vo  K N6 2 ,  f o ram  d es a f i ad as  

co m LP S .  At r av és  d e s t e  p ro to co lo  os  n ív e i s  d e  T NF  f o r am  i n ib id os  de  

m an e i r a  dep en d en te  d a  con cen t ração .  Es t e s  r es u l t ado s  d em on s t ram 

q u e  n o  con t ex t o  da  s í n t e se  d e  T NF,  BB G  e  K N6 2  n ão  ag em  com o 

an t ag on i s t as  c l á s s i co s ,  mas  s im  como  ago n i s t as  i nv e r so s ,  l ev an do  a  

u m a  r e sp os t a  s em el h an t e  àqu e l a  o bs e rv ad a  p e l a  e s t im ul ação  

p u r i né r g i ca  e  co r rob o r an do  d em on s t r açõ es  i n  v i t r o  (C l a rk  e t  a l . ,  20 10 )  

e  i n  v i vo  ( Go u r in e  e t  a l . ,  20 05 )  d e  que  o co r r e  um a  i n i b i ção  n a  s í n t ese  

d e  T NF  m ed i ad a  p or  an t ag on i s t a s  do  P2 X 7.  

 O  en vo l v im en t o  de s t e  r e cep to r  n a s  r e s po s t as  m ed i adas  p e lo  

d e s a f io  com  LP S  gan h a  es p ec i a l  im por t ân c i a  co m  as  d emo ns t raçõ es  d e  

q u e  n a  po r ção  C - t e r mi n a l  do  r ecep t o r  P 2 X7  h á  um  s í t i o  d e  l i g ação  

f u n c io n a l  p a r a  o  LPS  (D en l i ng e r  e t  a l . ,  2 00 1) .   

 O u t r o  ens a i o  q u e  d emo ns t r ou  a  im po r t ân c i a  d a  i n t e r ação  dos  

r ecep t o re s  T LR 4 -P2 X 7  m er ece  d e s t aqu e ,  com o  a  ob s er vação  d e  qu e  
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m acró f ago s  d a  l i nh ag em  R AW2 64 .7  d e s a f i ad os  com  LPS  p er mu tam 

A TP  i n t r ace lu l a r  p a r a  o  m ei o  ex t race lu l a r  po r  um  m ecan i smo  

d ep en d en t e  d e  P 2X 7  qu e  é  f u nd amen t a l  pa r a  a  l i be ração  d e  NO 

( Sp e r l ágh  e t  a l . ,  19 9 8) .  Al ém  d i s so ,  é  i mp o r t an t e  r es sa l t a r  qu e  ambos  

o s  r e cep to r es  p od em  a t i v a r  a  t r an s l ocação  nu c l ea r  d e  N F -kB  p o r  um 

m ecan i sm o  d ep enden t e  do  rec r u t am en to  d e  M yd 8 8  (Cr uz -M ach ado   

e t  a l . ,  20 10 ;  Li u  e t  a l . ,  20 11 ) ,  s us c i t an do  q u e  a  comu ni cação  en t re  

e s s es  r e cep to r es  e  a s  v i as  d e  t r an sd u ção  co r re l a t as  en t re  e l es  s ão  

i mp or t an t e s  p a r a  o  en t en d im en to  e  p a ra  e s tu d os  f u t u r os  so b r e  qu adr os  

d e  i n jú r i a .  

 P o r t an t o ,  em  r es um o,  os  d ados  aq u i  ap r e sen t ado s  d em on s t r am  a  

p r e s en ça  do  r ecep to r  P 2X 7 n a  g l ân du l a  p in ea l  d e  r a to s .  N o ss os  d ad os  

r e i t e r am  o  r e l ev an te  p ap e l  d a  es t im ulação  pu r i n é r g i ca  pa r a  a  fu n ção  

n eu ro end ó cr in a  da  g l ân du la  p i n ea l  e  s u a  cap ac i d ad e  de  r e s po nd e r  a  

P AMP s ,  com o  o  LPS ,  em  f un ção  d a  a t i v ação  do  r ecep to r  P2 X7 ,  a l ém 

d a  r es po ns i v i dad e  a  D AMP s ,  com o  a s  p u r i na s .   
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Conclusões 

  Pi n ea ló c i to s  exp r es s am o  r ecep t o r  P 2 X7  

  A  a t iv ação  do  r ecep to r  P2 X7  co m A TP  o u  Bz A TP  in ib e  o  

co n t eúd o  d e  m e la t on in a  in duz i do  po r  i so pr en a l i n a  de  modo  

co n cen t r ação  d ep end en t e  

  O  an tago n i smo  do  r ecep to r  P 2 X7 r ev e r t eu  a  i n ib i ção  d e  

m el a to n in a  m ed i ada  po r  A TP  

  O s  m ecan i smo s  r es po ns áv e i s  p e l a  i n i b i ção  d e  me l a to n in a  n ão  

en vo lv em  a  v i a  da  P LC ,  a  f o s fo r i l a ção  d e  A A - N AT e / ou  a  

t r an s l o cação  d e  NF - κ B  

  A  a t i v ação  d e  r ecep to r es  P1  aum en t am  o  con teúd o  d e  me l a t on ina  

i nd uz id o  po r  i so pr en a l in a  

  A  es t im ul ação  com  A TP  ou  Bz A TP i n i b e  o  con t eú do  d e  TNF 

i nd uz id o  po r  LP S  de  mo do  co ncen t r ação  d ep en d en t e  

  O  p r é - t r a t ame n t o  co m  an t ag on i s t a s  do  r ecep t o r  P2 X 7  in ib em  o  

co n t eúd o  de  TNF  de  mo do  d epend en t e  d e  con cen t r ação  
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RESUMO 

A s inal ização  pur inérg ica  tem s ido  demonst rada  como um um importante 

modulador  dediversos  processos f i s io lógicos  e  f is iopato lógicos .  Dent re 

os  receptores  pur inérg icos ,  o  receptor  P2X7 dis t ingui -se  por  requer i r  

a l tas  concent rações de  ATP em sua  a t ivação .  As  demonst rações  prévias  

de  que a  g lândula  pineal  responde a  di ferentes  es t ímulos pur inérg icose  a 

a l tas  concent rações de  ATP sugere  um papel  para  os  receptores  P2X7 

nes ta  g lândula ,  embora  sua  expressão  e  função  não  es t ivesse 

es tabelecida .  O obje t ivo  deste  t rabalho ,  por tan to,  fo i  caracter izar  

funcionalmente  o  receptor  P2X7 na g lândula  pineal  de  ra tos .  Os 

resu l tados  obt idos  demonst ram,  pela  pr imei ra  vez ,  a  expressão  gênica  e 

pro te ica  do  receptor  P2X7 na  g lândula  p ineal .  Os  efe i tos  da  a t ivação  

des tes  receptores  levam a  uma inibição  nos n íveis  de  mela tonina 

induz ida  por  i soprenal ina  por  um mecanismo independente  da  v ia  do 

fa tor  de  t ranscr ição  NF -kB e  da  fosfo l ipase  C.  Além disso ,  a  

es t imulação  des tes  receptores  in ib iu  a  s ín tese  de  TNF induz ida  por  LPS,  

resu l tado  es te  semelhante  ao  observado na  presença  do  pré - t ra tamento 

com antagonis tas  do  receptor  P2X7.  Es tes  dados conf i rmam a  presença  

de  receptores  P2X 7 na  g lândula  p ineal  e  r e i teram o  re levante  papel  da  

es t imulação  pur inérg ica  a  sobre  a  s ín tese  de  mela tonina  e  sobre  a 

capacidade da  p ineal  em responder  a  PAMPs,  como o  LPS.  
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ABSTRACT 

P ur in e rg i c  s ig n a l l i ng  h a s  been  dem on s t r a t ed  a s  an  i mp or t an t  

m od u l a t o r  o f  s ev e ra l  ph ys i o l og i ca l  and  p a t ho ph ys i o l og i ca l  p ro ces s es .   

A m on g  th e  pu r i n e r g i c  r e cep to rs ,  t he  a c t i v a t i on  o f  P2 X 7  r ecep to r  

r eq u i r es  h i gh  con cen t r a t io ns  o f  A TP .  T h e  p rev i ou s  demon s t r a t i on  t ha t  

t h e  p i n ea l  g l an d  i s  r e s po ns i v e  to  d i f fe r en t  pu r i n e rg i c  s t i mul i  a nd  to  

h ig h  co n cen t r a t i ons  o f  A TP  s ug g es t s  a  r o l e  fo r  P 2 X7 ,  a l t ho ug h  i t s  

ex p r es s io n  an d  fu nc t i on  r ema in  un c l ea r .  Th e  a i m  o f  t h i s  s tu d y w as  to  

f u n c t i on a l l y ch a r ac t e r i z e  t h e  P2 X 7  recep t o r  i n  t h e  r a t  p in ea l  g l and .  

T h e  d a t a  sh o wed  t ha t  P 2X 7  r ecep t o r  mR N A  and  p ro t e in  a r e  ex pr e s sed  

i n  t h e  r a t  p in ea l  g l an d .  Th e  P2 X7  r ecep t o r  a c t i va t i on  l e ads  to  an  

i nh ib i t i o n  o f  m el a t on in  con t en t  i nd uced  b y i s o p r en a l ine  t h ro ug h  an  

i nd ep en den t  NF -kB  and  P LC  p a thw a ys .  F ur th e rm o re ,  t h e  P 2X7 

r ecep t o r  a c t iv a t io n  i nh i b i t s  t h e  LP S - in d uced  T NF  s yn t h es i s ,  a  s im i l a r  

r e s u l t  ob se r v ed  in  t h e  p r e s en ce  o f  t he  p r e - t r e a tm en t  w i t h  P2 X7 

r ecep t o r  an t ago n i s t s .  T hes e  d a t a  d em on s t r a t e  t h e  p r e sen ce  o f  P 2X7 

r ecep t o rs  i n  t he  r a t  p in ea l  g l an d ,  and  co n f i rm  t h e  re l ev an t  ro l e  o f  t h e  

p u r i ne r g i c  s t im ula t i on  to  t h e  p in ea l  m el a t on i n  syn t h e s i s  and  

r e s po ns i v en ess  t o  PA MP s  su ch  as  LP S .  
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m od u l a t io n?  N eu ros c i en ce ,  v .  51 ,  n .  1 ,  p .  2 03 -9 ,  19 92 .   

SP ER LA G H ,  B .   V IZ I ,  E .  S . ;  WIR K N E R ,  K . ;  ILL E S ,  P .  P 2X7 

r ecep t o rs  i n  t h e  ne r v ou s  s ys t em .  P r og  N eu r ob i o l ,  v .  7 8 ,  n .  6 ,  p .  

3 2 7- 46 ,  20 06 .   

S TA D LE R ,  H . ;  F EN W IC K ,  E .  M .  C ho l i ne r g i c  s yn ap t i c  v e s i c l e s  f rom 

T o rp edo  m arm or a t a  co n ta in  an  a t rac t yl o s i de - b i nd i ng  p r o t e in  

r e l a t ed  to  t he  m i t och on d r i a l  ADP /A TP  car r i e r .  E ur  J  B io ch em ,  v .  

1 3 6 ,  n .  2 ,  p .  37 7 - 82 ,  1 98 3 .   

S TJ AR NE ,  L. ;  STJ A R NE ,  E .  S om e  pha r m aco lo g i ca l  app l i c a t io ns  o f  an  

ex t r ace l lu l a r  r e co rd in g  m et ho d  to  s t ud y  s ec r e t i on  o f  a  sym p a t h e t i c  

c o - t r ansm i t t e r ,  p r es um ab l y A T P .  A c t a  P h ys i o l  S ca nd ,  v .  1 3 5 ,  n .  3 ,  

p .  2 27 -3 9 ,  1 98 9 .   

S U N,  S .  C . ;  LE Y ,  S .  C .  N ew  i ns ig h t s  i n t o  NF -k ap p aB  reg u l a t io n  and  

f u n c t i on .  T r en ds  Im mu no l ,  v .  2 9 ,  n .  10 ,  p .  46 9 - 78 ,  20 08 .   

S URPR E NA N T,  A.   R ASS EN DR E N,  F . ;  KAW A S H IM A ,  E . ;  N OR TH ,  

R .  A . ;  B U E LL,  G .  T h e  cyt o l yt i c  P 2Z  r ecep to r  fo r  ex t r ace l l u l a r  

A TP  i den t i f i ed  a s  a  P 2 X  r ecep t o r  (P 2X 7 ) .  Sc i en ce ,  v .  2 72 ,  n .  

5 2 62 ,  p .  7 35 -8 ,  19 96 .   

S UZ U K I,  T .   H ID E ,  I . ;  ID O ,  K . ;  K O H SA K A,  S . ;  IN O U E ,  K . ;  

N A K AT A ,  Y .  P r od u c t i on  an d  r e l ea se  o f  n eu r op ro t ec t iv e  t umor  
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n ec r os i s  f a c t o r  b y P 2X 7  r ecep to r - ac t iv a t ed  mi c ro g l i a .  J  N eu ro s c i ,  

v .  2 4 ,  n .  1 ,  p .  1 - 7 ,  2 0 04 .   

T A N ,  D.  X .   H A RD E LA N D ,  R . ;  M AN C H ES T ER,  L.  C . ;  P A RE DE S,  S .  

D . ;  K OR KM AZ ,  A. ;  SA I N Z ,  R .  M . ;  M A YO ,  J .  C . ;  FU E N TES -

BR O TO ,  L. ;  RE IT E R,  R .  J .  T he  chan g i ng  b i o lo g i ca l  r o l es  o f  

m el a to n in  d u r in g  ev o l u t i on :  f rom  an  an t io x i d an t  t o  s ig n a l s  o f  

d a r kn ess ,  s ex u a l  s e l ec t io n  an d  f i t n es s .  B io l  R ev  C amb  Ph i los  So c ,  

v .  8 5 ,  n .  3 ,  p .  60 7 -2 3 ,  20 10 .   

T A N ,  D .  X .   M AN C HES T ER,  L.  C . ;  H AR D E LA N D ,  R . ;  LO P EZ -

B UR ILLO ,  S . ;  MA Y O ,  J .  C . ;  S A IN Z ,  R .  M . ;  R E IT E R,  R .  J .  

M e la to n i n :  a  ho rmo n e ,  a  t i s s u e  f ac to r ,  an  au t o co id ,  a  p a r aco id ,  

an d  an  an t io x id an t  v i t ami n .  J  P i n ea l  R es ,  v .  3 4 ,  n .  1 ,  p .  75 -8 ,  

2 0 03 .   

T A N ,  D .  X .   M ANC H EST ER ,  L.  C . ;  T ER RO N ,  M.  P . ;  FLO R E S ,  L.  J . ;  

R E IT E R,  R .  J .  O ne  mo l ecu l e ,  m an y d e r i v a t i v es :  a  n eve r - end ing  

i n t e r ac t i on  o f  m el a t on in  wi th  r e ac t iv e  o x yg en  an d  n i t ro gen  

s p ec i es?  J  P i nea l  Res ,  v .  4 2 ,  n .  1 ,  p .  28 - 42 ,  20 07 .   

T EC LE M A R IA M - ME SB AH ,  R .   T ER H O RST ,  G .  J . ;  P O S TE MA ,  F . ;  

W ORT E L,  J . ;  B U IJ S ,  R .  M.  A n a t om ica l  d emo ns t r a t io n  o f  t he  

s up r ach i asm a t i c  n uc l eus -p in ea l  p a th wa y.  J  Co mp  N eu r o l ,  v .  4 06 ,  

n .  2 ,  p .  1 71 -8 2 ,  1 99 9 .   

T O B IN ,  V .  A .   MCC A NCE ,  I . ;  C O LE M A N ,  H .  A . ;  P ARK IN G T O N ,  H.  

C .  Ho w  imp o r t an t  i s  s t im ul a t i on  o f  a lp h a -ad r en o cep to r s  fo r  

m el a to n in  p r od u c t io n  in  r a t  p i n ea l  g l an ds?  J  P i nea l  R es ,  v .  3 2 ,  n .  

4 ,  p .  21 9 - 24 ,  20 02 .   

T SA I,  S .  Y .   SC HLU N S ,  K .  S . ;  LE ,  P .  T . ;  MC N U LT Y,  J .  A .  TG F -

b e t a1  and  IL - 6  ex p r e s s i on  in  r a t  p in ea l  g l and  i s  r egu l a t ed  b y  
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n o r ep i n ep h r in e  and  i n t e r l euk i n -1 b e t a .  H i s to l  H i s t op a th o l ,  v .  16 ,  n .  

4 ,  p .  11 35 -4 1 ,  2 00 1 .   

T Z A VA RA ,  E . T .  PO U ILLE ,  Y .  D E F ER ,  N.  &  H A N O U NE ,  J .  D iu r na l  

v a r i a t i o n  o f  t h e  aden yl yl  c yc l a s e  t yp e  1  in  t he  r a t  p i n ea l  g l and .  

N eu ro b i lo g y,  v .  9 3 ,  p 11 20 8 - 12 ,  19 96 .   

V A N EC EK ,  J .   S UG D E N,  D. ;  WE LLE R,  J . ;  K LE IN ,  D .  C .  A t yp i ca l  

s yn e r g i s t i c  a l ph a  1 -  and  b e t a - ad r en er g i c  r egu l a t i on  o f  ad eno s i ne  

3 ' , 5 ' - mo no ph os ph a te  and  g u an os i n e  3 ' , 5 ' - mo no ph os ph a te  i n  ra t  

p in ea l o cyt e s .  E nd oc r in o l og y,  v .  11 6 ,  n .  6 ,  p .  2 16 7 - 73 ,  19 8 5 .   

V IR G IN IO ,  C .   CH U RC H,  D . ;  N ORT H ,  R .  A . ;  S URPR E NA N T,  A.  

E f f ec t s  o f  d iv a l en t  c a t i on s ,  p r o t on s  an d  ca lm id azo l iu m  a t  t h e  r a t  

P 2X 7 r ecep to r .  N eur o ph a rm aco lo g y,  v .  3 6 ,  n .  9 ,  p .  12 85 -94 ,  1 99 7 .   

V O LLR A T H ,  L. ,  E D.  Th e  p in ea l  o rg an .  H an d bu ch  der  

m ik ro sk op i s ch en  an to mi e  d es  m ens chen .  B e r l i n :  Sp r i nge r  V e r l ag ,  

v . 6 ,  H an db u ch  d e r  m ik ro sk op i s ch en  an to mi e  de s  m ens chen ,  Ed  A.  

O k s ch e  and  L.  V o l l r a th  ed .  19 81 .  

V O LO N T E ,  C .   A P O LLO N I,  S . ;  SKA PE R ,  S .  D . ;  BUR NS TO CK ,  G.   

P 2X 7  r ecep to rs :  ch ann e l s ,  p o r es  and  m o r e .  C NS  N eu ro l  Di so rd  

D r u g  T ar g e t s ,  v .  1 1 ,  n .  6 ,  p .  7 05 -2 1 ,  20 1 2 .   

W ILE Y ,  J .  S .   S LU Y T ER ,  R . ;  GU ,  B .  J . ;  S TO K ES,  L. ;  FU LL E R ,  S .  J .  

T h e  h um an  P 2X 7 recep t o r  and  i t s  r o l e  i n  i nn a t e  i mmu ni t y.  T i s su e  

A n t ig ens ,  v .  7 8 ,  n .  5 ,  p .  32 1 - 32 ,  20 11 .   

W IT H Y A CH U MN AR N KU L,  B .   NON A K A,  K .  O . ;  SA N T AN A ,  C . ;  

A T T IA ,  A .  M. ;  R E IT E R ,  R .  J .  In t e r f e ro n -g am m a  m od u l a t es  

m el a to n in  p ro du c t io n  i n  ra t  p i n ea l  g l an ds  i n  o r g an  cu l t u r e .  J  

In t e r f e r o n  R es ,  v .  1 0 ,  n .  4 ,  p .  4 03 -1 1 ,  1 99 0 .   
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W IT H Y A CH U MN AR N KU L,  B .   RE IT E R ,  R .  J . ;  LE R C H L,  A . ;  

N O N A KA ,  K.  O . ;  S T OK K A N,  K .  A .  E v id en ce  t h a t  i n t e r fe r on -

g amm a  a l t e r s  p in ea l  m et abo l i sm  bo th  i nd i rec t l y  v i a  s ym p ath e t i c  

n e r v es  an d  d i r ec t l y  o n  t h e  p i n ea lo c yt e s .  In t  J  B i o ch em ,  v .  2 3 ,  n .  

1 2 ,  p .  1 39 7 - 40 1 ,   19 9 1 .   

Y A N ,  Z .  KH A DRA ,  A. ;  L I ,  S . ;  T O M IC ,  M . ;  S HE RM A N,  A. ;  

S TOJ ILK O V IC ,  S .  S .  Ex pe r im en t a l  ch a r ac t e r i z a t io n  and  

m at h em at i ca l  m ode l i ng  o f  P 2X 7  recep t o r  ch ann e l  g a t in g .  J  

N eu ro s c i ,  v .  3 0 ,  n .  4 2 ,  p .  1 42 13 -2 4 ,  2 01 0 .   

Y A N ,  Z .   L I ,  S . ;  L IA N G ,  Z . ;  T OM IC ,  M. ;  S T OJ ILK O V I C ,  S .  S .  The  

P 2X 7  r ecep to r  chan n e l  p o r e  d i l a t es  un d er  ph ys i o l og i ca l  i on  

co nd i t i on s .  J  G en  Ph ys i o l ,  v .  13 2 ,  n .  5 ,  p .  5 63 -7 3 ,  2 00 8 .   

Y IP ,  L .   W O E HRLE ,  T . ;  C ORR ID E N ,  R . ;  H IR SH ,  M. ;  C H E N,  Y . ;  

IN O U E ,  Y . ;  F ERR AR I,  V . ;  IN S E L,  P .  A . ;  J U N G ER,  W.  G . .  

A u to c r i ne  r egu l a t io n  o f  T - ce l l  a c t iv a t io n  b y  A T P  r e l eas e  and  

P 2X 7 r ecep to rs .  F AS EB J ,  v .  23 ,  n .  6 ,  p .  1 68 5 - 93 ,  20 09 .   

Y O U N G,  M .  T .  P2X  r ecep to rs :  d awn  o f  t h e  p os t - s t ru c t u re  e r a .  T r ends  

B i o ch e m S c i ,  v .  3 5 ,  n .  2 ,  p .  8 3 - 90 ,  201 0 .   

Z IM M E RM A N,  ED .  E c t o -n u c l eo t id a s es .  P u r in e rg i c  and  p yr im id i n e rg i c  

s ig n a l l i ng .  H and bo o k  o f  E xp e r i m en t a l  Ph a rm aco l o gy.  B e r l in :  

S pr in g er - V e r l ag ,  v . 1 51 ,  p . 20 9 – 25 ,  Pur i ne r g i c  an d  p yr i m i d i ne r g i c  

s ig n a l l i ng .  H and boo k  o f  Ex p e r im en t a l  Ph a rm aco lo g yed .  20 0 1 .  

Z IM M E RM A N N,  H. ;  Z EB I S C H,  M. ;  S TR AT ER ,  N .  C e l lu l a r  f un c t ion  

an d  m ol ecu la r  s t ruc t u r e  o f  ec to - nu c l eo t i da s es .  Pu r i n e rg i c  S i g n a l ,  

v .  8 ,  n .  3 ,  p .  4 37 -50 2 ,  20 12 .   
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Z O U ,  J . ;  VE TR EN O ,  R .  P . ;  CR EWS ,  F .  T .  A TP -P 2X 7  r ecep to r  

s ig n a l i ng  co n t ro l s  b a s a l  an d  T NFa l ph a -s t im ul a t ed  g l i a l  c e l l  

p r o l i f e r a t i on .  Gl i a ,  v .  60 ,  n .  4 ,  p .  6 61 -7 3 ,   2 01 2 .   
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Súmula curricular 

Dados Pessoais  

N o m e   L u i s  H e n r i q u e  d e  S o u z a  T e o d o r o  

D a t a  d e  n a s c i m e n t o   3 0 / 0 7 / 1 9 8 6   

L o c a l  d e  n a s c i m e n t o   S ã o  P a u l o  

E n d e r e ç o  e l e t r ô n i c o :    l h t e o d o r o @ g m a i l . c o m   

 

Formação Acadêmica  

2 0 1 0          M e s t r a d o  e m  C i ê n c i a s  ( F i s i o l o g i a  G e r a l ) .   

 U n i v e r s i d a d e  d e  S ã o  P a u l o ,  U S P ,  S a o  P a u l o ,  B r a s i l  

 T í t u l o :  C a r a c t e r i z a ç ã o  F u n c i o n a l  d o  P a p e l  d a  E s t i m u l a ç ã o  

P u r i n é r g i c a  n a  M o d u l a ç ã o  d e  G l â n d u l a s  P i n e a i s  d e  R a t o  F r e n t e  a  

A g e n t e s  I n f l a m a t ó r i o s .  

 O r i e n t a d o r :  D r a .  Z u l m a  F e l i s b i n a  d a  S i l v a  F e r r e i r a  

 B o l s i s t a  d o ( a ) :  C o o r d e n a ç ã o  d e  A p e r f e i ç o a m e n t o  d e  P e s s o a l  d e  

N í v e l  S u p e r i o r  

 

 

2 0 0 6  -  2 0 1 0   G r a d u a ç ã o  e m  B a c h a r e l a d o  e m  C i ê n c i a s  B i o l ó g i c a s .   

 U n i v e r s i d a d e  P r e s b i t e r i a n a  M a c k e n z i e ,  M A C K E N Z I E ,  S a o  P a u l o ,  

B r a s i l  

 T í t u l o :  A n á l i s e  M o r f o f u n c i o n a l  C a r d í a c a  A v a l i a d a  p e l a  

E c o c a r d i o g r a f i a  e m  u m  m o d e l o  E x p e r i m e n t a l  S u b m e t i d o  a  D o i s  

F a t o r e s  d e  R i s c o  C a r d i o v a s c u l a r :  F r u t o s e  e  S a l  

 O r i e n t a d o r :  D r a .  V e r a  d e  M o u r a  A z e v e d o  F a r a h  

 B o l s i s t a  d o ( a ) :  U n i v e r s i d a d e  P r e s b i t e r i a n a  M a c k e n z i e  
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2 0 0 6  -  2 0 1 0   G r a d u a ç ã o  e m  L i c e n c i a t u r a  e m  C i ê n c i a s  B i o l ó g i c a s .   

 U n i v e r s i d a d e  P r e s b i t e r i a n a  M a c k e n z i e ,  M A C K E N Z I E ,  S a o  P a u l o ,  

B r a s i l  

 T í t u l o :  O  R P G  n a  E d u c a ç ã o :  N o v a s  O p o r t u n i d a d e s  d e  C o n s t r u ç ã o  

d e  C o n h e c i m e n t o .  

 O r i e n t a d o r :  D r .  A d r i a n o  M o n t e i r o  d e  C a s t r o  

 

Atuação profiss ional  

1 .  P r e f e i t u r a  M u n i c i p a l  d e  S ã o  P a u l o  -  P M S P  

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  

V í n c u l o  i n s t i t u c i o n a l  

  

2 0 1 0  -  A t u a l  V í n c u l o :  S e r v i d o r  p ú b l i c o ,  E n q u a d r a m e n t o  f u n c i o n a l :  

P r o f e s s o r ,   R e g i m e :  P a r c i a l   

 

2 .  U n i v e r s i d a d e  P r e s b i t e r i a n a  M a c k e n z i e  -  M A CK E N ZI E  

_ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _  

V í n c u l o  i n s t i t u c i o n a l  

  

2 0 0 7  -  2 0 0 7     V í n c u l o :  L i v r e ,  E n q u a d r a m e n t o  f u n c i o n a l :  M o n i t o r ,  

C a r g a  h o r á r i a :  6 .  R e g i m e :  P a r c i a l   
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Produção bibl iográfica  

 

T r a b a l h o s  p u b l i c a d o s  e m  a n a i s  d e  e v e n t o s  

F ERR E IR A ,  Z .  S .  ;  T E O DO RO ,  L.  H .  S .  ;  G ar c i a ,  L .  D 'A  ;  S ouz a ,  G .  ;  

M U XE L,  S .  ;  M AR K US,  R .  P .  B i - f un c t i ona l  e f f ec t s  o f  P 2 Y1  and  

P 2 X7  recep to rs  s t imu l a t ion  on  tu mo r  n ecro s i s  f a c to r  (TN F )  re l eas e  

in  l ip opo ly sa cchar id e  (L PS ) - s t i mula t ed  p in ea l  g lands .  In :  F ASE B  

R esea r ch  Sum m er  C on f e r en ce  -  Me l a t on in  B i o l og y:  a c t i on s  an d  

T h e r ap eu t i cs ,  20 13 ,  Ni aga r a  F a l l s .  FA SEB  R es ea rch  Sum mer  

C on f e r en ce  -  M el a to n i n  B io l o g y:  a c t i on s  and  T h e r ap eu t i cs .  20 13 .  

 

F AR AH ,  V.  M .  A . ,  F IO R IN O ,  P . ,  S OU Z A - T EO D OR O,  L.  H . ,  

S IR V E N TE ,  R . ,  MO ST AR D A,  C . ,  ARA UJ O,  I .  C . ,  F O NT E LE S ,  M.  C . ,  

IR IG O Y E N ,  M.  C .  C .  E valu a t i on  o f  Ca rd i a c  F un c t ion  in  

H yp ert ens i on -Indu ced  by  Sa l t  In ta ke .   In :  F AS EB,  2 011 ,  Las  V eg as .  

T h e  FAS EB  J ou rn a l .  20 11 .   

 

A pr es en ta ção  d e  Tr ab a lh o  

O r n e l a s  F G,  S ouz a - T eod o ro  LH ,  D 'A r g en i o - G a r c i a  L ,  C ar v a l ho -S ouz a  

C E,  Mu x e l  S M,  S te f an e l lo  N ,  Z an in i  D ,  S ch e t i ng e r  M RC ,  F e rn an d es  

P A,  M ar ku s  RP ,  F er r e i ra  ZS .  Cha ra cter i za t ion  o f  ec t o -nu c l eo t ida ses  

in  ra t  p in ea l  g l and  -  i mpa c t  th e  da y -n i g t h  mo dula t ion  o f  the  

d a rkn ess  h o rmon e  me l a t on in .  4 t h  Br az i l i an  Pu r i n e  C lu b  M eet ing .  

C ane l a - RS ,  2 01 3 .  
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G ar c ia ,  L .  D 'A  ;  PE TR ILL I ,  C .  L .  ;  T E O D OR O,  L.  H .  S .  ;  C A LG A R Y,  

C .  ;  S imo nn eaux ,  V  ;  MA RK US ,  R .  P .  ;  F ERR E IR A ,  Z .  S .  Pu r in erg ic  

mo d ula t i on  on  p in ea l  g l and  s ynt hes i s  o f  N - ace t y l s ero t on in  and  

me l a t on in .  In :  FA SE B  R es ea r ch  Su mm er  C on f e r en ce  -  M e l a ton in  

B i o l og y:  a c t i on s  an d  T h er ap eu t i cs . ,  2 01 3 ,  Ni ag a r a  Fa l l s .  F ASEB 

R esea r ch  Sum m er  C on f e r en ce  -  Me l a t on in  B io l og y:  a c t i on s  an d  

T h e r ap eu t i cs . ,  2 013 .  

 

G a r c i a ,  L .  D 'A  ;  P E TR ILL I ,  C .  L .  ;  T E O DO RO ,  L.  H .  S .  ;  M AR KUS ,  

R .  P .  ;  FER RE IR A,  Z .  S .  Dif f eren c i a l  e f f ec t s  o f  pu r i nerg i c  

s t i mu la t i on  on  me l a t on i n  b i os ynt he t i c  p at hw ay  in  th e  ra t  p inea l  

g lan d .  In :  T h i rd  M ee t in g  o f  t h e  B raz i l i an  Pu r i n e  C lub  -  P u r in e r g i c  

S i gn a l in g :  S t r uc tu re ,  F un c t io ns  an d  T h e r ap eu t i c  A pp l i ca t i on s ,  20 12 ,  

O u r o  P r e t o .  T h i rd  M ee t in g  o f  t h e  Br az i l i an  Pu r i n e  C lu b  -  P ur in e rg i c  

S i gn a l in g :  S t ru c tu re ,  F un c t i on s  and  Th e r apeu t i c  Ap p l i ca t i on s ,  2 01 2 .  

 

S O UZ A,  G . ,  S OU Z A -T E OD OR O ,  L.  H . ,  G AR C IA ,  L.  D 'A . ,  

C AR V A LH O - SO USA ,  C .  E . ,  F ER N AND ES ,  P .  A .  C .  M. ,  M AR K US,  R .  

P . ,  F ERR E IR A ,  Z .  S .  E FF EC T OF  P U RI NE RG I C S TI MUL ATION 

O N  TN F  RELE ASE  I N  L IPO POL YS A CC HA RI DE  ( LPS ) -

ST I MU LAT ED  RAT  P IN EA L G LA ND . ,  20 11 .    

 

G A RC IA ,  L.  D ' A . ,  S OU Z A - T EOD O RO ,  L.  H . ,  M OR I,  D .  P . ,  

M AR K US,  R .  P . ,  F ERR E IR A ,  Z .  S .  I MMU NOLO C AL IZA T IO N OF 
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P 2 X7  REC EPT OR    I N  THE  RA T PIN E AL GL AN D ,  201 1 .   

 

F ERR E IR A ,  Z .  S . ,  PE TR ILL I ,  C .  L . ,  M OR I,  D .  P . ,  SO U Z A -

T E O DO RO ,  L.  H . ,  S O UZ A ,  G . ,  G ARC IA ,  L.  D 'A . ,  M AR K US,  R .  P .  

P u rin erg ic  S t i mul a t io n  Di f f eren t ia l ly  Mod ula t es  P in ea l  Gl and  

A c t iv i t y ,  2 01 1 .   

 

S O UZ A -T E OD OR O,  L.  H . ,  N AS C IM E N T O,  R .  S . ,  S IR V EN TE ,  R . ,  

F AR AH ,  V .  M.  A . ,  IR IG O Y E N ,  M .  C .  C . ,  F IO R IN O ,  P .  

E V AL UA TIO N  OF  C AR D IA C  F U NC TI ON  I N  A  H YP E RTE NSION 

MO DEL  I N DU CED  B Y  F R UC TOSE  I NT AK E ,  2 01 0 .    

 

F AR AH ,  V.  M .  A . ,  F IO R IN O ,  P . ,  S OU Z A - T EO D OR O,  L.  H . ,  

N A SC IM E N T O,  R .  S . ,  BEC H AR A,  A. ,  S IR V E NT E,  R . ,  M OS T AR DA,  

C . ,  F O NT E LE S ,  M .  C . ,  IR IG O Y EN ,  M .  C .  C .  TIME - CO URS E 

E V AL UA TIO N  OF  C A R DI AC  F UN C TIO N  IN  HY PE RTE NS IO N -

I N D UC ED  B Y FRU C TOSE  I NT AKE I N R ATS ,  2 01 0 .   

  

 

O ri en ta ção  d e  e s t ág io  

 
X  C u rs o  d e  In v e r n o  d e  F i s io l og ia  C omp ar a t iv a  ( 20 13 )  -  Mo dula ção  

pu r i nérg i ca  n a  b ios s ín t es e  d e  N -a ce ty l -5H T ( NAS ) .  Al un as :  A nd r i e l i  

C ans i  (U n i v er s i dade  Es t ad ua l  d e  Mar in g á )  e  C e i l a  C i n t r a  ( Cen t o  

U n iv e rs i t á r io  d e  I t a j ub á ) ;   
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 IX  C u rs o  d e  In v e r n o  d e  F i s io l og ia  Co mp ar a t i v a  ( 20 12 )  -  Ef e i t o  d a  

e s t i mu la ção  pu r inérg ica  so bre  a  p rodu ção  d e  i ndo l a min as  e  T NF  

p e l a  g l ându l a  p in ea l .  Alu no :  R aph ae l  B a rb os a  (U n i ve r s idad e  F ed e r a l  

d o  M ar an hão ) .   

 

 

 

 

 

 


