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RESUMO 

 

Acco M. Modulação da produção de melatonina em glândulas pineais de ratos por 
ativação de receptores do tipo toll 4 (TLR4) por heparan sulfato. [dissertação 
(Mestrado em Farmacologia)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo; 2016. 

 

A síntese noturna de melatonina pela glândula pineal é inibida por padrões 
moleculares associados à patógenos ou à danos, como por exemplo 

lipopolissacarídeo (LPS) ou peptídeo -amilóide. A interação destas moléculas com 
receptores toll 4 (TLR4) ativa o eixo imune-pineal, favorecendo a migração de 
leucócitos para o local da injúria. Heparan sulfato (HS), um glicosaminoglicano da 
matrix extracelular é amplamente conhecido por ligar-se a proteoglicanos, e a 
ruptura da matriz extracelular por dano tecidual, inflamação generalizada ou 
migração de células tumorais para metástases, liberam dissacarídeos que podem 
ligar a TLR4, levando a formação de uma resposta inflamatória. Como a supressão 
do pico noturno de melatonina ocorre em diversos modelos de inflamação, tanto em 
humanos como em roedores, avaliamos se heparan sulfato poderia prejudicar a 
atividade da melatonina noturna através da interação com receptores toll 4. Heparan 
sulfato é capaz de inibir a síntese noturna de melatonina, através da supressão da 
expressão gênica e do conteúdo enzimático de acetilserotonina O-metiltransferase  
(ASMT). Este efeito é modulado pela interação de heparan sulfato com receptor toll 

4, mas não envolve a mesma via ativada por LPS ou peptídeo -amilóide, que é via 

translocação nuclear de NF-B. Estes dados sugerem que um aumento de 
moléculas de heparan sulfato na matriz da glândula pineal é traduzido a todo o 
organismo por uma redução no pico noturno de melatonina. 

 

Palavras-chave: Melatonina. Glândula pineal. Heparan sulfato. TLR4.  

Acetilserotonina O-metiltransferase (ASMT). 

  



ABSTRACT 

 

Acco M. Modulation of rat pineal gland melatonin synthesis by heparan sulfate. 
[Master’s thesis (Pharmacology)]. São Paulo: Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo; 2016. 

 

The nocturnal synthesis of melatonin by the pineal gland is inhibited by pathogen- or 
damage- associated molecular patterns, such as lipopolysaccharide (LPS) and beta-
amyloid peptide. The interaction of these molecules with TLR4 activates the immune-
pineal axis, favoring the migration of leukocytes for the site of lesion. Heparan sulfate 
(HS), a glycosaminoglycan of the extracellular matrix is currently known to bound to 
proteoglycans, and the disruption of the matrix by tissue injury, generalized 
inflammation or migration of tumor cells to metastasize, releases the free 
disaccharide, which can bind to TLR4 triggering an inflammatory response. As the 
suppression of nocturnal melatonin peak occurs in several models of inflammation, 
both in rodents and humans, here we evaluated whether HS could impair nocturnal 
melatonin activity through interacting with TLR4. Heparan sulphate is capable of 
inhibit the melatonin synthesis, by the suppression of the gene expression and 
enzymatic content of acetylserotonin O-methyltransferase (ASMT). This effect is 
modulate by the interaction of heparan sulphate with toll like receptors 4, but does 

not involve the same way that LPS or amyloid- peptide, that is via NF-B nuclear 
translocation. This data suggest that the increase in free HS in pineal gland matrix is 
translated to the whole organism by a reduction in the nocturnal melatonin peak. 

 

Key-words: Melatonin. Pineal gland. Heparan sulfate. TLR4. Acetylserotonin O-

methyltransferase. 
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INTRODUÇÃO 

 

1.1 GLÂNDULA PINEAL E MELATONINA 

 

As primeiras descrições da glândula pineal foram feitas pelo anatomista grego 

Herophilus (335 a.C. – 280 a.C.), cerca de 300 anos a.C. e, baseado nestas 

descrições, Galeno fez suas considerações sobre a glândula, denominando-a de 

“konarium”, que em grego, significa pineal, devido a sua forma de pinha em 

humanos. Para Descartes, no século XVII, a glândula pineal significaria a “sede da 

alma”, e seria nesse ponto que se formaria o “spiritus animalis”, o órgão responsável 

pela comunicação entre o corpo e a alma. Apesar de severamente criticada, esta 

ideia foi também defendida pelo filósofo Karl Popper (1902 – 1994), considerado por 

muitos como o mais influente filósofo da ciência do século XX. Porém, foi por volta 

do ano de 1896 que a glândula pineal ganhou mais atenção científica, frente ao 

relato de Gutzeit e Heubner de que um tumor na glândula pineal seria responsável 

por alguns casos de maturidade precoce em garotos. 

 Foi em 1958 que Aaron B. Lerner relatou o que seria um grande avanço nos 

estudos relacionados à glândula pineal: observou que extratos obtidos de pineais de 

bovinos, possuíam uma substância capaz de agregar pigmentos de melanina 

causando assim alteração na coloração da pele de anfíbios. Com essa observação, 

a substância foi isolada e analisada, sendo denominada de melatonina (Lerner et al., 

1958). Inicialmente a melatonina estava relacionada principalmente com funções 

rítmicas. Mais recentemente, ficou demonstrado que esta molécula exerce também 

funções não rítmicas ligadas a processos de defesa (Carrillo-Vico et al., 2005; 

Markus et al., 2007; Reiter et al., 2000). 

 Desde então, muitos têm sido os estudos a cerca da glândula pineal e a 

síntese de melatonina em diferentes tipos de organismos, bem como as vias de 

metabolismo e a produção rítmica de melatonina pela glândula pineal (Klein, Weller, 

1970; Lerner et al., 1958; Quay, 1963, 1964; Reiter, 1993). 

 

1.1.1 Características anatômicas da glândula pineal 

 

 A glândula pineal, conforme dito anteriormente, possui esta nomeação devido 

a sua forma de pinha em seres humanos. É um órgão único, situado na região do 
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epitálamo, entre os dois hemisférios cerebrais, à frente do cerebelo e se encontra 

fora da área que abrange a barreira hematoencefálica. É originada a partir da 

evaginação do teto do III ventrículo, cavidade esta que pertence ao diencéfalo 

(Arendt, 1995). 

 Nos mamíferos, a glândula pineal pode ser dividida morfologicamente em 

duas porções sendo uma profunda e uma superficial, que são conectadas por uma 

porção denominada pedúnculo pineal. Estas porções apresentam localização 

específica, dependendo da espécie a ser analisada, e geralmente a porção profunda 

fica localizada próximo ao local de onde se origina e o corpo pineal pode estar na 

mesma região ou mais superficial. Em se tratando de roedores, a pineal sofreu uma 

migração dorso-caudal, sendo localizada na superfície cerebral, com uma porção 

profunda (revisto por Simonneaux, Ribelayga, 2003). 

 A composição celular da glândula pineal é predominantemente de células 

neuroendócrinas, denominadas pinealócitos, que são os principais responsáveis 

pela produção de melatonina na glândula e correspondem a cerca de 80% das 

células (revisto por Ekström, Meissl, 2003). Também são encontradas na glândula 

pineal, células da glia, que podem ser astroglias, microglias, oligodendrócitos e 

células de Schwann (Møller, Baeres, 2002) e neurônios (Schröder et al., 1990), que 

são responsáveis pela liberação de substâncias capazes de atuar sobre os 

pinealócitos (Møller, 1997), como por exemplo os neurônios simpáticos, 

responsáveis pela principal forma de inervação da glândula pineal (Kappers, 1960). 

 A principal inervação que ocorre na glândula pineal é realizada através de 

nervos simpáticos que tem origem no gânglio cervical superior (Kappers, 1960) e 

apresentam vesículas que liberam noradrenalina (Wolfe et al., 1962), o principal 

neurotransmissor indutor da síntese de melatonina. Pode ser liberado através destas 

fibras o neuromodulador ATP (adenosina tri-fosfato) (Mortani-Barbosa et al., 2000), 

que atua via receptores purinérgicos  P2Y1, potenciando a síntese de melatonina 

(Ferreira et al., 1994, 2003). Outras sinalizações adrenérgicas ou não-adrenérgicas 

podem ocorrer na glândula pineal, o que indica que o complexo controle desta 

glândula tem como efeito um fino controle da produção de melatonina e organização 

temporal de todo o organismo. 
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1.1.2 Sinalização e controle da síntese de melatonina 

 

 A glândula pineal controla a síntese de melatonina através da capacidade de 

seu sistema em converter sinais externos em sinalizações internas. A principal 

estrutura responsável pela sinalização temporal é o núcleo supraquiasmático (NSQ), 

conhecido como “relógio biológico central”, que envia sinais à glândula pineal 

através de uma via polissináptica que tem início na conversão de sinais fóticos em 

sinalizações neurais através da retina e são enviados ao NSQ através do nervo 

óptico, via trato retino-hipotalâmico. Em caso de presença de luz ambiental, estes 

sinais são projetados aos neurônios autônomos do núcleo paraventricular (PVN), 

que em caso de luz, liberam GABA, um neurotransmissor inibitório (Kalsbeek et al., 

2000), sendo assim, a via de síntese de melatonina encontra-se inibida na fase de 

claro. Na fase de escuro, não há liberação de GABA e a via prossegue através dos 

neurônios pré-ganglionares que se projetam ao gânglio cervical superior, de onde 

partem as fibras simpáticas pós-ganglionares responsáveis pela inervação da 

glândula pineal (Klein, Moore, 1979) liberando noradrenalina no parênquima da 

glândula induzindo assim a síntese de melatonina. 

 A noradrenalina liberada pelas fibras simpáticas atua sobre os 

adrenoceptores (Klein et al., 1983), atuando principalmente sobre o subtipo 1, que é 

um receptor acoplado à proteína G estimulatória (Gs) que ativa a enzima adenilil 

ciclase (AC), responsável por converter monofosfato de adenosina (AMP) no 

segundo mensageiro AMP cíclico (AMPc). Com o aumento plasmático de AMPc, 

ocorre a ativação da proteína quinase dependente de AMPc (PKA).  

A síntese de melatonina, também chamada de N-acetil-5-metoxitriptamina, 

tem início a partir da captação do aminoácido triptofano da corrente sanguínea, que 

é hidroxilado pela enzima triptofano hidroxilase (TPOH), formando assim o 5-

hidroxitriptofano (5-HTP), que é convertido à serotonina através da ação de uma 

descarboxilase de aminoácidos aromáticos (AAAD). A serotonina formada sofre 

ação da enzima AA-NAT, sendo convertida a N-acetilserotonina (NAS), que é 

metilada pela enzima acetilserotonina O-metiltransferase (ASMT), formando a 

melatonina (revisto por Simonneaux, Ribelayga, 2003; Sugden, 1989) (figura 1). 

A ritmicidade diária da síntese de melatonina é atribuída ao ritmo de 

transcrição do gene (animais de hábito noturno) e da atividade (animais de hábito 
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diurno e noturno) da enzima AA-NAT (Ackerman et al., 2006, Chattoraj et al., 2009; 

Simonneaux, Ribelayga, 2003).  Em animais de hábito noturno o fator de transcrição 

CREB (cyclic AMP response element-binding protein) fosforilado pela PKA forma 

homodímeros e liga-se a um co-ativador conhecido como CBP (CREB-binding 

protein), a formação deste complexo torna possível sua ligação à região promotora 

do gene que codifica a enzima chave na produção de melatonina, a arilalquilamina-

N-acetiltransferase (AA-NAT), induzindo sua transcrição (Baler et al., 1997).  

A AA-NAT assim que é sintetizada é degradada pelo proteassoma, garantindo 

que mesmo em animais de hábito diurno não haja síntese de melatonina na fase de 

claro. A proteção da degradação da AA-NAT pelo proteassoma ocorre devido à sua 

fosforilação pela PKA. Portanto, o mesmo sinal que em roedores leva à transcrição 

do RNA mensageiro, em roedores e humanos leva à fosforilação da enzima que 

converte serotonina em N-acetilserotonina, permitindo a sua interação com a 

chaperona 14-3-3. Este complexo molecular não tem acesso ao proteossoma – e a 

enzima AA-NAT fosforilada, então está em sua forma ativa (Simmoneaux, Ribelayga, 

2003).  

 

 

Figura 1 – Vias de sinalização e biossíntese de melatonina em glândulas pineais de 

ratos. A noradrenalina liberada no parênquima da glândula pineal no período 

noturno ativa receptores  e  adrenérgicos. Os receptores 1, acoplados à proteína 



P á g i n a  | 21 

 

 
INTRODUÇÃO 

 

Gs são capazes de ativar a enzima adenilil ciclase (AC) que resulta no aumento dos 

níveis intracelulares de AMP cíclico (AMPc), responsável por ativar PKA, que por 

sua vez fosforila CREB e induz a expressão gênica da AA-NAT, via esta, sinalizada 

pelas setas vermelhas. A ativação de receptores do tipo 1 adrenérgicos e P2Y1 

induzem uma cascata de sinalização que causa aumento do cálcio intracelular e 

ativação de PKC, que exerce efeito sobre AC, potenciando a cascata de sinalização 

exercida pelo receptor 1, via sinalizada pelas setas verdes. Após a forsforilação da 

enzima AA-NAT por PKA, ocorre uma ligação à chaperona 14-3-3 para que a mesma 

se torne estável, protegida de degradação e ativa. A síntese de melatonina encontra-

se esquematizada pelas setas azuis, tendo início a partir da captação do aminoácido 

triptofano da circulação, que é convertido na sequência para 5-HTP, 5-HT, NAS e 

melatonina, conforme descrito no texto. (PLC – fosfolipase C; IP3 – inositol trifosfato; 

linhas verdes tracejadas – vias simplificadas). Fonte: adaptado de Cecon, 2010. 

 

 A melatonina apresenta uma meia vida curta, cerca de 45 minutos (revisto por 

Harpsøe et al., 2015) e sua metabolização ocorre principalmente em primeira 

passagem, com a formação de hidroximelatonina no fígado, por este motivo, a 

concentração de melatonina no plasma reflete diretamente o ritmo de produção 

deste hormônio pela pineal. Posteriormente, ocorre a conjugação com sulfato, 

formando um composto denominado 6-sulfatoximelatonina, que facilita sua excreção 

através da urina (Arendt, 1995). A melatonina também é liberada diretamente da 

pineal para o liquor e sua metabolização no tecido cerebral é realizada pela enzima 

CYP1B1 (Ma et al., 2005).  

 Como será descrito em detalhes à frente, a síntese de melatonina pela 

glândula pineal é controlada por mediadores da inflamação. Estes ativam fatores de 

transcrição que podem inibir ou ativar esta síntese. 

 

1.1.3 Funções da melatonina 

 

 A melatonina é o hormônio que marca o escuro em todos os animais 

estudados. Em humanos está ligado a atividades de repouso, enquanto em roedores 

faz facilita os processos de atividade (figura 2).  
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Figura 2 – Padrão de síntese de melatonina ao longo do dia em humanos e ratos. 

Esquema da síntese de melatonina de acordo com o período do dia em animais e 

ratos, demonstrando que a inibição da síntese no período diurno em humanos é o 

momento de atividade e em ratos o período de repouso, sendo que no período 

noturno em que há produção de melatonina, essas condições se encontram 

invertidas. 

  

 Diversas outras funções foram sendo atribuídas à melatonina ao longo do 

tempo, visto que foi descoberta sua presença em praticamente todos os grupos de 

seres vivos, de seres unicelulares, passando por plantas (Reiter et al., 2007), fungos 

e bactérias (Balzer et al., 2000). Conforme descrito no início deste capítulo, a 

primeira ação da melatonina foi relacionada à mudança de coloração da pele de 

anfíbios, porém, são relacionadas também ações cronobióticas, antioxidantes, 

imunomodulatórias e oncostáticas, que podem estar interligadas. 

 Seu efeito cronobiótico está relacionado a sua síntese noturna, que age 

sinalizando a duração do período de escuro, bem como as estações do ano devido à 

duração deste período noturno, que está diretamente relacionado à alterações de 

reprodução e sistema imunológico e regulação de hibernação de algumas espécies. 

Todas essas funções corroboram com a sincronia de todo o organismo devido a sua 
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ação no relógio biológico central, o núcleo supraquiasmático (revisto por Pévet et al., 

2002). 

 A melatonina, bem como a molécula precursora N-acetilserotonina e seus 

metabólitos N1-aceti5-metoxi-quinuramina e N1-acetil-N2-formil-5-

metoxioquinuramina têm alta capacidade de reagirem com moléculas contendo 

radicais livres e com isto reduzirem moléculas com oxigênio ou nitrogênio altamente 

reativos (revisto por Tan et al., 2010). Esta ação antioxidante confere à melatonina e 

derivados um importante papel citoprotetor. No entanto, é preciso ressaltar que a 

melatonina, por efeito mediado por receptores de membrana também é capaz de 

induzir a expressão de enzimas que reduzem a presença de moléculas contendo 

radicais livres, e com isto ter uma ação antioxidante indireta. Há uma diferença 

importante na concentração de melatonina necessária para exercer os dois efeitos. 

No primeiro caso ocorre uma reação bi-molecular e, portanto há necessidade de 

concentrações estequiométricas de melatonina, no geral na faixa de mM. No 

segundo caso, o efeito é mediado por receptor de membrana acoplado à proteína G.  

A melatonina exógena, ou melatonina endógena produzida pela pineal ou por 

células imuno-competentes modula respostas imunológicas. Células do trato gastro-

intestinal produzem melatonina de forma constitutiva não rítmica (Slominski et al., 

2005) enquanto células do sistema imunológico, tais como células da medula óssea 

(Conti et al., 2000), linfócitos (Carrilo-Vico et al., 2005b), macrófagos (Muxel et al., 

2012), microglias (Santos, 2015), células do colostro humano (Pontes et al., 2006) 

passam a produzi-la localmente em caso de sinalizações por PAMP’s ou DAMP’s 

que inibem a produção pela glândula pineal. 

A melatonina modifica o perfil de citocinas produzidos, inibindo TNF e IL-1 

(Fernandes et al., 2006) e aumentando a produção de IL-12. Também diminui a 

expressão de enzimas ligadas à resposta pró-inflamatória, como a sintase induzida 

de óxido nítrico (iNOS) em diferentes sistemas (Sivakumar et al., 2008; Tamura et 

al., 2010), o rolamento e adesão de neutrófilos na camada endotelial (Lotufo et al., 

2001) e aumenta a capacidade fagocítica de macrófagos (Pires-Lapa et al., 2013; 

Pontes et al., 2006). 

Vários autores demonstram que a melatonina tem efeito oncostático. Os 

mecanismos de ação sugeridos envolve a inibição de moléculas de adesão, de 

fatores de crescimento e também o seu efeito anti-oxidante. Como ocorre com a 
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resposta inflamatória este efeito pode ser parcialmente mediado por receptores ou 

pelo sequestro de radicais livres (Dai et al., 2008; Hill et al., 2016; Liu et al., 2016; 

Poeggeler, 2005; Vriend, Reiter, 2015;).  

Em suma, além de ser um hormônio sincronizador, porque é liberado apenas 

no escuro e informa aos organismos que “está escuro”, melatonina é sintetizada 

quando necessário para resolver um processo inflamatório ou atenuar processos 

patológicos. Nosso grupo de pesquisa vem demonstrando que existe uma relação 

formal entre a produção cíclica e temporária de melatonina através de fatores de 

transcrição que coordenam respostas inflamatórias. 

 

1.1.4 Eixo imune-pineal 

 

 Em 1926, Berman foi o primeiro pesquisador a estabelecer uma relação entre 

melatonina e resposta imunológica relatando redução das chances de contrair 

doenças infecciosas em filhotes de gatos alimentados com pineais de bois (revisto 

por Carrilo-Vico et al., 2005a). Posteriormente, foi observado que pinealectomia 

induzia redução no tamanho de órgãos relacionados à resposta imunológica, como 

por exemplo, baço, timo e glândula adrenal (Csaba, Barath, 1975; Jancovic et al., 

1994; Vaughan, Reiter, 1971). Devido a estas observações, diversos estudos 

envolvendo a melatonina e a resposta imunológica foram realizados, mas poucos 

envolveram a glândula pineal em suas avaliações. 

 O primeiro estudo sobre o tema realizado em nosso laboratório não visava 

diretamente avaliar efeitos ritmos ou ações da melatonina sobre a resposta 

inflamatória. A aluna de iniciação científica, Cristiane Lopes, mediu de forma 

sistemática o tamanho de patas de camundongos injetados ou não por BCG (Bacilo 

Calmette-Guerin) durante 90 dias. Os animais foram rigorosamente mantidos em 

ciclo claro-escuro 12/12 e as medidas foram feitas ao longo das 24 horas. A análise 

de Fourrier detectou um ritmo senoidal com período de 24 horas. O edema era 

menor na fase de escuro (Lopes et al., 1997). O ritmo do tamanho da pata era 

perdido em animais pinealectomizados e recuperado quando animais recebiam água 

apenas a noite, acrescida de melatonina. Com este mesmo modelo experimental foi 

demonstrado que a remoção das glândulas adrenais abolia tanto o ritmo da lesão 
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quanto o aumento de melatonina na fase de escuro. Reposição de melatonina por 

oferecimento de água apenas à noite, contendo melatonina, também restaurava o 

ritmo da lesão (Lopes et al., 2001). Estes foram experimentos seminais para 

entender efeitos da melatonina endógena sobre processos inflamatórios crônicos e 

permitiu iniciar os estudos sobre a modulação da síntese de melatonina por 

mediadores da inflamação. 

 A relação entre as glândulas pineal e adrenal foi estabelecida posteriormente 

por estudos que demonstraram que a corticosterona é capaz de potenciar a síntese 

de melatonina induzida por noradrenalina em glândulas pineais de ratos em cultura 

(Ferreira et al., 2005) e quando aplicada por infusão local (Fernandes et al., 2009). 

Para analisar efeitos de respostas inflamatórias sobre a síntese de melatonina, 

foram realizados estudos com diversas substâncias inflamatórias e o que foi 

observado é que TNF, uma citocina pró-inflamatória, é capaz de inibir a síntese de 

melatonina por gerar uma supressão da expressão gênica da enzima Aa-nat em 

glândulas pineais de ratos em cultura (Fernandes et al., 2006). A capacidade da 

glândula pineal em perceber estímulos causados por TNF foi comprovado pela 

presença de receptores de TNF, denominados TNFR, nestas glândulas (Carvalho-

Sousa et al., 2011). O efeito de TNF na síntese de melatonina foi avaliado em um 

modelo in vivo baseado no estudo de mulheres que apresentavam uma inflamação 

não infecciosa causada pela sucção feita pelo bebê, denominada mastite. Estas 

mulheres não apresentaram ritmo diário de melatonina, em contrapartida, 

apresentavam altos níveis de TNF circulante, que foi normalizado após a resolução 

do quadro inflamatório, que culminava também, no retorno dos níveis noturnos de 

melatonina (Pontes et al., 2006). E, conforme citado em item anterior, a melatonina 

circulante é capaz de inibir o rolamento e adesão de células imunocompetentes na 

camada endotelial (Lotufo et al., 2001), o que é considerado um fator importante se 

pensarmos na necessidade de uma montagem de resposta inflamatória em caso de 

injúria. 

 A relação dos dados obtidos entre a glândula pineal e a resposta imunológica 

demonstra que a glândula pineal é um órgão capaz de receber diretamente as 

sinalizações advindas de respostas inflamatórias, gerando uma inibição da síntese 

de melatonina sistêmica, possibilitando a formação de uma resposta inflamatória 

adequada. De acordo com a análise conjunta de todos os dados do nosso grupo, foi 
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montado o conceito da existência de um “eixo imune-pineal”. O conceito geral deste 

eixo leva em consideração que uma injúria induziria a montagem de uma resposta 

inflamatória local através da inibição da síntese de melatonina pela glândula pineal, 

possibilitando o recrutamento de células imunocompetentes, que são capazes de 

produzir melatonina localmente em altas concentrações, estimulando a proliferação 

celular e atividade fagocitária, com intuito de exterminar o agente causador da 

inflamação e posteriormente, restaurar as concentrações normais de melatonina 

circulante (Markus et al., 2007). 

Outros agentes passaram a ser analisados a fim de estabelecer quais seriam 

os fatores capazes de atuar sobre a glândula pineal e portanto foram analisados os 

efeitos da incubação de LPS, componente da membrana de bactérias gram 

negativas, em glândulas pineais de ratos, que foi capaz de inibir a síntese de 

melatonina através da ativação do fator de transcrição NF-B através da presença 

de receptores do tipo TLR4 nestas glândulas (Da Silveira Cruz-Machado et al., 

2010). Mais recentemente, foi demonstrado que o peptídeo -amilóide, presente em 

casos de doença de Alzheimer, também é capaz de inibir a síntese de melatonina 

através da interação com receptores TLR4, por ativação do fator de transcrição NF-

kB, com consequente diminuição da expressão gênica de Aa-nat  e disponibilidade 

de pAA-NAT (Cecon et al., 2015). Foi demonstrado também que o zimosan, um 

constituinte da parede celular de fungos, é uma molécula capaz de induzir a síntese 

de melatonina em células imunocompetentes de colostro humano através da 

interação com receptores TLR2/TLR6 (Pires-Lapa et al., 2013). Estes dados mais 

recentes corroboram com a ideia da existência um eixo imune-pineal. 

 

1.1.4.1 Fator Nuclear Kappa B – NF-B 

 

O NF-B é um fator de transcrição ubíquo, formado por um conjunto de 

proteínas que regula as respostas imunológicas inata e adaptativa, de grande 

relevância em processos de proliferação e morte celular (Bonizzi, Karin, 2004). O 

primeiro destes fatores de transcrição foi descrito por David Baltimore, que destacou 

sua interação com uma sequencia de 11 pares de bases no “enhancer” da cadeia 

leve (kappa) da imunoglobulina de linfócitos B (Sen, Baltimore, 1986). David 
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Baltimore, nesta ocasião nominou o fator de transcrição de kappa B, acreditando ser 

exclusivo de linfócitos B, porém, hoje se sabe que é um fator presente em diversos 

tipos celulares.  

Conforme apresentado na figura 3, este conjunto de proteínas é formado por 

homodímeros ou heterodímeros dos monômeros p65 (RelA), RelB, c-Rel, p50 e p52 

(Ghosh, Hayden, 2008). Os três primeiros monômeros possuem sequências capazes 

de ativar domínios de transcrição (TAD, do inglês transactivating domain). Dessa 

forma dímeros que contenham um ou dois destes monômeros levam à transcrição 

gênica, enquanto os que contêm apenas p50 ou p52 inibem a transcrição gênica. 

Estes dímeros encontram-se sequestrados no citoplasma ligados à proteína inibitória 

IB (α ou β) (revisto por Hayden, Ghosh, 2008). A fosforilação desta proteína, 

induzida pela interação de PAMP’s (padrões moleculares associados à patógenos) 

ou DAMP’s (padrões moleculares associados à dano) com receptores TLR’s, ocorre 

pela ativação de um complexo específico de quinases (IKK) que promove a 

degradação de IB pelo proteassoma. O dímero livre transloca-se para o núcleo e 

liga-se a elementos B de DNAs alvo, controlando a transcrição dos mesmos. Entre 

os alvos primários estão genes que codificam proteínas envolvidas na resposta pró-

inflamatória e posteriormente proteínas envolvidas na resolução desta resposta 

(revisto por Hayden, Gosh, 2008). Desta forma o gene que codifica IκB também é 

ativado, resultando na tradução do inibidor, e na redução da concentração de 

dímeros NF-B no núcleo. (Nelson et al., 2004). A via canônica simplificada de 

ativação de NF-B encontra-se esquematizada na figura 3. 
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Figura 3 – Composição das famílias de NF-B, IB e IKK e ativação da via canônica 

de NF-B. Demonstração da composição de cada monômero pertencente às famílias 

de NF-B (superior), IB (ao meio) e IKK (inferior). Todos os membros da família 

NF-B apresentam um domínio de homologia REL (RHD) e os que apresentam 

domínio TAD (p65, c-Rel e RelB) são capazes de ativar a transcrição gênica, enquanto 

os que não apresentam (p52 e p50), inibem a transcrição gênica (A); Um estímulo 

inicial (input), que pode indicar a presença de um PAMP ou DAMP, sinaliza ao 

complexo formado por IKK para que realize a fosforilação da subunidade de IB 

presente no dímero de NF-B, que após a fosforilação é ubiquitinado e segue para 

degradação no proteassoma. O dímero de NF-B livre migra do citoplasma para o 

núcleo e realiza a inibição ou indução gênica, dependendo do dímero presente (B). 

Fonte: Hayden, Gosh, 2011. 

 

1.1.4.2 Família de receptores do tipo TOLL 

 

 A família dos receptores do tipo toll em mamíferos é composta por 13 

proteínas de membrana (Kumar et al., 2009) responsáveis por ativar a resposta 

imune inata no organismo através da sinalização via NF-kB ou fator regulatório de 

IFN, conhecido como IRF3 (Akira et al., 2006). Os receptores TLR’s são moléculas 

bastante conservadas filogeneticamente e foram inicialmente identificadas em 
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vertebrados e sua nomenclatura se derivou devido a sua homologia com Toll, uma 

molécula conhecida por estimular a produção de proteínas antimicrobianas em 

Drosophila melanogaster (revisto por Lemaitre, 2004; Medzhitov et al., 1997). 

 Os membros da família TLR são receptores de reconhecimento de padrões, 

também conhecidos como PRR’s (do inglês, pattern-recognition receptors), capazes 

de reconhecer estruturas como lipídios, carboidratos, peptídeos e ácidos nucleicos 

que são expressos por diferentes grupos de microorganismos (revisto por Trinchieri, 

Sher, 2007). Inicialmente, os receptores TLR foram descritos como reconhecedores 

apenas de PAMP’S (revisto por Janeway, Medzhitov, 1998), posteriormente foi 

descoberta sua capacidade em reconhecer também moléculas advindas do próprio 

organismo em caso de dano, ou seja, DAMP’s (revisto por Bianchi, 2007). 

 Os tipos de proteínas que constituem a família TLR podem ser divididos em 

dois subgrupos, considerando-se a sua localização celular, sendo que podem ser 

receptores encontrados na superfície celular, que engloba os tipos TLR1, TLR2, 

TLR4, TLR5, TLR6 e TLR10 (revisto por Kawai, Akira, 2010) ou intracelulares que 

ficam localizados em vesículas que podem ser encontradas em endossomos e 

incluem os tipos TLR3, TLR7, TLR8, TLR9, TLR11, TLR12 e TLR13 (Celhar et al., 

2012). Estes tipos de receptores apresentam capacidade de formar homodímeros ou 

heterodímeros entre si, sendo que os dímeros mais comumente formados são 

TLR1/TLR2, TLR2/TLR6 e TLR6/TLR6 (revisto por Beutler, 2009). 

 É interessante salientar que um mesmo subtipo de TLR ativado por diferentes 

patógenos desencadeia vias de transdução específicas (Guan et al., 2010). Esta 

seletividade é determinada pela proteína adaptadora que promove a interação do 

PAMP ou DAMP com a proteína receptora (Figura 4). São conhecidos cinco tipos de 

proteínas adaptadoras que são capazes de interagir com os receptores TLR: MyD88 

(do inglês, myeloid differentiation primary response gene 88), SARM (do inglês, 

Sterile and Heat-Armadillo motifs containing adaptor protein), TIRAP (do inglês, TIR 

domain-containing adaptor protein), TRAM (do inglês, TRIF related adaptor 

molecule), TRIF (do inglês, TIR domain-containing adaptor inducing IFN). Entre 

todas as proteínas que compõe a família TLR, o único receptor conhecido por utilizar 

todas estas proteínas é o TLR4 (revisto por O’Neil, Bowie, 2007). 
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Figura 4 – Esquema da representação das vias ativadas pela família TLR. Em 

esquema simplificado, demonstração das proteínas adaptadoras acopladas a cada 

subtipo de receptor TLR e a via a ser ativada por cada uma delas. Todos apresentam 

as proteínas adaptadoras TIRAP e MyD88, e o receptor TLR4 apresenta a formação 

de TIRAP e MyD88 e TRAM/TRIF. 

Adaptado de Trinchieri, Sher, 2007. 

 

 Receptores TLRs estão presentes em uma grande variedade de organismos, 

células e tecidos, incluindo o sistema nervoso central (Aravalli et al., 2007; 

Carpentier et al., 2008). Estes receptores estão ligados ao controle ou 

desencadeamento de doenças neurodegenerativas, como por exemplo a doença de 

Alzheimer (Fassbender et al., 2003). Os receptores TLR4 presentes nas glândulas 

pineais promove a inibição da produção de melatonina e estes podem ser ativados 

tanto por LPS quanto pelo peptídeo -amilóide (Cecon et al., 2015). 

 Por outro lado, melatonina é capaz de inibir a expressão de TLRs e a ativação 

da via de transcrição NF-B (revisto por Lucas, Maes, 2013). Portanto, há um 

arcabouço molecular que permite explorar diferentes facetas da interação da 

melatonina com processos de defesa ou de regulação de estados patológicos. 



P á g i n a  | 31 

 

 
INTRODUÇÃO 

 

1.2 HEPARAN SULFATO 
 

1.2.1 Características estruturais e funções fisiológicas 
 

 O heparan sulfato é um polissacarídeo complexo, pertencente ao grupo dos 

glicosaminoglicanos que está presente na superfície celular de praticamente todas 

as células de seres vertebrados e invertebrados (Cássaro, Dietrich, 1977). Sua 

formação química ocorre por polímeros lineares polidispersos, compostos por 

unidades alternadas de α-D-glucosamina (GlcN) e ácido urônico, ou ácido β-D-

glucurônico (GlcA) ou ácido α-L-idurônico (IdoA), unidas por ligações glicosídicas. A 

figura 5 mostra a fórmula estrutural de uma subunidade de heparan sulfato e uma 

cadeia hipotética de HS. O heparan sulfato contém grande número de cadeias α-D-

glucosamina N-acetiladas e está localizado na matriz extracelular e na membrana 

celular de virtualmente todas as células das espécies de vertebrados e invertebrados 

(Cassaro, Dietrich, 1977; Dietrich et al.,1977, 1980; revisto por Dreyfuss, et al., 2009; 

Nader et al., 1984). 

 

Figura 5 – Fórmula estrututral de heparan sulfato. (A) Esquema da formação de 

uma subunidade de heparan sulfato. (B) A unidade mais comum de dissacarídeo 

formada, é composta por ácido glucorônico (GlcA) ligado a uma N-acetilglucosamina 

(GlcNAc). (C) Cadeia hipotética de heparan sulfato, composta por unidades 
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alternadas de glucosamina e ácido idurônico ou glucosamina e ácido glucorônico, 

com a possibilidade de glucosamina N-sulfatada ou N-acetilada. 

Fonte: https://en.wikipedia.org/wiki/Heparan_sulfate; Dreyfuss et al., 2009. 

 

 Heparan sulfato é uma molécula estruturalmente semelhante à 

molécula de heparina, sendo sua principal diferença quanto à sulfatação (Kjellen, 

Lindahl, 1991). A heparina inibe a quebra de heparan sulfato por heparanases, 

enzima ativada no caso de dano tecidual (Ihrke et al., .1998) As funções biológicas 

da heparina e do heparan sulfato são distintas.  Heparan sulfato, mas não heparina 

induz maturação de células dendríticas (Ihrke et al., 1998; Johnson et al., 2002).  

As cadeias de heparan sulfato encontram-se ligadas a proteínas na 

membrana celular ou na matriz extracelular, e a essas estruturas formadas por 

heparan sulfato e proteína dá-se o nome de proteoglicanos de heparan sulfato 

(HSPG’s). Estas proteínas incluem proteínas transmembranares, sindecanas (Bellin 

et al., 2002; Oh, Couchman, 2004; Sanderson, Yang, 2008), proteínas ligadas à 

membrana através de uma âncora glicosilfosfatidilinositol, glipicanas  (Huber et al., 

1998; Filmus et al., 2002, 2008; Fransson et al., 2004; Stigliano et al., 2009; 

Veugelers et al., 1997, 1999) e proteínas menos seletivas como a  CD44 

(transmembrana) (Henke et al., 1996) e betaglicanas (Miyazono et al., 1997). 

Quando da ligação de heparan sulfato em proteínas da matriz extracelular, estas 

podem ocorrer por ligação à perlecanas (Farach-Carson, Carson, 2007), agrinas 

(Bezakova, Ruegg, 2003), colágeno do tipo XVIII (Iozzo, 2005) e testicanas (Alliel et 

al., 1993; Nakada et al., 2003; Schnepp et al., 2005). 

Os proteoglicanos formados são responsáveis por diferentes processos 

biológicos de acordo com a proteína de interação, sendo que entre suas funções 

estão diferenciação, reconhecimento, proliferação, adesão e migração de células, 

sobrevivência celular, montagem da matriz extracelular, angiogênese, mecanismos 

de defesa, homeostase e inflamação (revisto por Dreyfuss et al., 2009). Heparan 

sulfato é rapidamente separado das proteínas da superfície celular e da membrana 

basal quando há injúria tecidual (Kato et al., 1998; Subramanian et al., 1997), 

inflamação generalizada (Ihrcke et al., 1998; Platt et al., 1991) ou quando células 

tumorais estão em migração para formar metástases (Nakajima et al, 1988). Desta 

forma, esta molécula sinaliza dano celular, funcionando como um DAMP.  
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A separação das moléculas de heparan sulfato da proteína ocorrem por ação 

da enzima heparanase que é uma endo--glucoronidase responsável por clivar as 

cadeias laterais de HS dos HSPG’s, liberando oligossacarídeos com peso entre 4 e 

7 kDa, ou seja, cerca de 10 a 20 subunidades de açúcares (Pikas et al., 1998). Foi 

demonstrado que a clivagem destes HSPG’s ocorre quando há uma 

desestabilização do estado fisiológico do organismo. Estudos demonstraram 

aumento na expressão de heparanase em quadros de inflamação (Ihrke et al., 

1998), dano tecidual (Ihrke, Platt, 1996), cânceres (Ilan et al., 2006; Vlodavsky et al., 

2012) e isquemia cerebral, quando avaliada a expressão da enzima em células 

endoteliais e astrócitos em cérebros de ratos (Zhang et al., 2012) e camundongos 

(Takahashi et al., 2007). O aumento da expressão de heparanase detectado em 

tumores cerebrais sugere que esta enzima exerça um papel fundamental no controle 

da proliferação celular e invasão tumoral (Hong et al., 2010). 

Diversos estudos com doença de Alzheimer, demonstraram a capacidade de 

HS em interagir com peptídeo -amilóide (Bame et al., 1997; Buée et al., 1993; 

Leveugle et al., 1994) através de um domínio HHQK situado no sítio N-terminal do 

peptídeo A e esta sequência demonstrou capacidade em se ligar a microglia, 

sugerindo portanto que a interação entre A e microglia, ocorre por mediação de 

heparan sulfato (Giulian et al., 1998). 

 

1.2.2 Heparan sulfato e TLR4 

 

 Moléculas livres de heparan sulfato, isto é, não ligadas a proteoglicanas, 

ativam receptores TLR4 em células isoladas (Akbarshahi et al., 2011; Johnson et al., 

2002; Tsan, Gao, 2004) e em modelos animais in vivo (Johnson et al., 2004). Desde 

a década de 1990 tem-se conhecimento que heparan sulfato induz a translocação 

nuclear de dímeros de NF-B em macrófagos (Wrenshall et al., 1995) e, 

posteriormente foi mostrado que o mesmo ocorre com outros tipos celulares 

(Ausseil, 2008; Johnson et al., 2002; O'Callaghan et al., 2015).  

Na dependência do modelo estudado heparan sulfato pode ativar a via 

clássica ou a via alternativa de transdução desencadeada por TLR4. Em inflamação 

pancreática foram observadas respostas mediadas por IRF3 via ativação de 
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TRAM/TRIF (Akbarshahi et al., 2011). Em macrófagos (Wrenshall et al., 1995) 

células dendrítcas (Johnson et al., 2002) e microglias (Ausseil, 2008; O'Callaghan  et 

al., 2015) heparan sulfato ativa a via clássica que utiliza como proteína adaptadora o 

Myd88.  

 Corroborando a ideia de que o heparan sulfato é capaz de ativar os 

receptores TLR4, foi visto que em células HEK293 que apresentavam sua matriz 

extracelular intacta apresentavam uma inibição na ativação de TLR4 e em caso de 

desestruturação desta matriz, citocinas inflamatórias teriam maior facilidade em 

ativar a via de NF-B (Brunn et al., 2005). Em esplenócitos de ratos selvagens ou 

knockout para receptor TLR4, foi observada uma ausência da capacidade de 

expressão de citocinas inflamatórias em animais que não apresentam o receptor, 

quando tratadas com heparanase, enzima responsável pela clivagem e liberação de 

moléculas de heparan sulfato (Goodall et al., 2014), demonstrando novamente a 

capacidade desta molécula em ativar o receptor citado. 

  

1.2.3 Heparan sulfato e glândula pineal 

 

Conforme citado anteriormente, o receptor TLR4 é a única proteína da família 

TLR que apresenta as cinco proteínas adaptadoras e desta forma, possui a 

capacidade de desencadear diferentes vias da resposta imunológica de acordo com 

o ligante que dispara a sinalização. Nosso grupo demonstrou a presença de 

receptores do tipo TLR4 na glândula pineal e a ativação deste receptor por LPS foi 

capaz de inibir a via de síntese de melatonina através da ativação de NF-B, via esta 

que inibe a expressão gênica e consequente diminuição do conteúdo enzimático da 

enzima AA-NAT (da Silveira Cruz-Machado et al., 2010). 

A glândula pineal de rato apresenta ritmo diário da enzima 3-O-

sulfotransferase, que é a primeira enzima biosintética presente em diversas 

isoformas, responsável por realizar uma modificação específica em 3-O (Shworak et 

al., 1999)  sendo que o pico da enzima ocorre durante o dia (Borjigin et al., 2003). As 

isoformas 3-OST2 e 3-OST4 são exclusiva e amplamente encontradas em diversas 

áreas do cérebro, porém, não há conhecimento sobre suas funções até o momento 

(Kuberan et al., 2004). A ativação de adrenoceptores beta, que ocorre durante a 
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noite suprime a expressão desta enzima. Estes estudos apesar de apresentarem 

dados interessantes, não conseguiram fazer correlações fisiológicas ou 

fisiopatológicas da regulação da sulfatação de heparan sulfatos, ou da própria 

presença deste glicosaminoglicano com a função pineal. 

  

1.3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Em trabalhos anteriores realizados em nosso grupo de pesquisa foi verificado 

que padrões moleculares associados a patógenos, a perigo e a dano tecidual ativam 

o eixo imune-pineal, resultando em uma inibição da síntese de melatonina pela 

glândula pineal e uma indução da síntese desta indolamina por células imuno-

competentes, tais como macrófagos (Muxel et al., 2012). Esta alternância da síntese 

de melatonina, como hormônio do escuro e molécula moduladora da fase de 

recuperação de uma resposta inflamatória, é orquestrada pelo fator de transcrição 

NF-B. A translocação nuclear do dímero p50/p50 em pinealócitos promove a 

inibição da síntese de melatonina, enquanto em macrófagos ocorre o inverso devido 

à translocação do dímero p50/RelA. Moléculas como LPS (da Silveira Cruz-Machado 

et al., 2010) e o peptídeo -amilóide (Cecon et al., 2015) levam à ativação do eixo 

imune-pineal através da atuação sobre receptores toll 4, que também é ativado por 

moléculas de heparan sulfato. Estas informações foram as bases para a elaboração 

dos objetivos desta dissertação. 
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O objetivo geral foi avaliar se heparan sulfato ativa o eixo imune-pineal, 

inibindo a produção de melatonina pela glândula pineal e ativando a produção em 

macrófagos. 

Estratégia:  

▪ determinar o efeito do heparan sulfato sobre a via biossintética da 

melatonina em pineais de ratos; 

▪ verificar se os efeitos do heparan sulfato sobre a via biossintética de 

melatonina é mediada por receptores TLR4; 

▪ verificar o efeito de heparan sulfato sobre a translocação de transcrição NF-

B; 

▪ avaliar o efeito de heparan sulfato sobre a produção de TNF; 

▪ avaliar se heparan sulfato induz a síntese de melatonina em macrófagos. 
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3.1 ANIMAIS 

 

 Para os experimentos realizados nesta dissertação, foram utilizados ratos 

(Rattus novergicus) da linhagem Wistar, fêmeas pré-púberes (entre 5 e 6 semanas 

de idade) obtidos do Biotério de Ratos do Instituto de Biociências da Universidade 

de São Paulo. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro 12h/12h, sendo as 

luzes acendidas às 07h00 e apagadas às 19h00, com temperatura e umidade do ar 

controladas, água e ração oferecidas ad libitum. Os animais foram eutanasiados por 

decapitação, sem uso prévio de anestésicos, sendo as glândulas pineais 

imediatamente retiradas e colocadas em cultura ou dispersas para cultura de 

pinealócitos. 

 Este projeto foi executado sob licença números 105/2013 (Anexo I) da 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Ciências Biomédicas 

da Universidade de São Paulo, 048/2007 (Anexo II) e 198/2014 (Anexo III) da 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) do Instituto de Biociências da 

Universidade de São Paulo, de acordo com a regulamentação estabelecida pela 

Sociedade Brasileira em Ciências de Animais de Laboratório (SBCAL). 

 

3.2 DROGAS E REAGENTES 

 

 As drogas e reagentes utilizados estão listados de acordo com sua 

procedência: 

▪ Amershan Biosciences (Buckinghamshire, Reino Unido): poli(dIdC). 

▪ Bio-Rad (Richmond, CA, EUA): acrilamida, SYBR Green. 

▪ Beker (Embu, Brasil): água estéril para injeção (RNAse free). 

▪ Calbiochem (Darmstadt, Alemanha): NP40 (Nonidet-P40). 

▪ eBioscience (San Diego, CA, EUA): rat TNF-alpha ELISA. 

▪ GE Healthcare Life Sciences (Buckinghamshire, Reino Unido): coluna microSpin 

Sefadex G-25. 

▪ GenWay (Sandiego, USA): melatonin ELISA kit. 

▪ Gibco BRL (Grand Island, NY, EUA): estreptomicina, glutamina, penicilina, soro 

fetal bovino. 
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▪ Invitrogen Life Technology (Carlsband, CA, EUA): ditiotreitol (DTT), fluoreto de 

fenilmetilsulfonil (PMSF), T4 polinucleotídeo quinase, primers randômicos, 

SuperScript III, Trizol, tampão para PCR 5x. 

▪ Merck (Brasil): acetato de sódio, ácido cítrico, ácido clorídrico, ácido perclórico, 

álcool etílico, EDTA (ácido etileno diamino tetracético), metanol, metabissulfito de 

sódio. 

▪ Perkin Elmer (Boston, MA, EUA): Easy Tides® Adenosine 5’-triphosphate, [-32P]. 

▪ Promega (Madison, WI, EUA): oligonucleotídeo consenso para NF-B (5’-

AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’). 

▪ Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouru, EUA): meio de cultura BGJb, noradrenalina [(-) 

arteronol bitratate salt], glicerol, bisacrilamida (N,N’-methylenebisacrylamide), 

protease inhibitor cocktail, phosphatase inhibitor cocktail. 

 

3.3 PREPARO DAS DROGAS 

 

 O meio de cultura BGJb, utilizado para cultura de glândulas pineais, foi 

preparado em água deionizada com adição de 0,24% de HEPES e albumina bovina 

(1  mg/mL). No momento do uso, foi adicionada glutamina (1%) e antibiótico 

contendo estreptomicina e penicilina (1%). 

 O meio de cultura RPMI, utilizado para cultura de macrófagos RAW 264.7, foi 

preparado em água deionizada, com adição de 2 mg/mL de bicarbonato de sódio e 

1% de antibiótico contendo estreptomicina e penicilina. 

 O heparan sulfato, cedido gentilmente pelo laboratório da Dra. Helena 

Bonciani Nader, de origem de pâncreas suíno, foi mantido em geladeira em solução 

estoque a 1 mg/mL e no momento do uso, as devidas diluições foram realizadas em 

meio de cultura BGJb. 

 A solução de noradrenalina utilizada foi inicialmente diluída em ácido 

clorídrico 0,01 M para obtenção de uma solução estoque a 10 mM. A diluição 

seriada para obtenção da dose utilizada para as estimulações (10-8 M) foi realizada 

em solução de ácido ascórbico (50 mg/L). 

 A solução estoque de TAK-242 estocada em concentração de 300 µM, em 

PBS e no momento do uso, diluída em meio de cultura BGJb. 
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3.4 CULTURA DE GLÂNDULAS PINEAIS 

 

 Após a retiradas das glândulas dos animais, estas foram imediatamente 

mantidas em meio de cultura, limpas em placas de petri e transferidas para placas 

de cultura de 24 poços, contendo 200 µL de meio de cultura BGJb suplementado 

com 1% de antibiótico (penicilina – 100 U/mL e estreptomicina – 100 µg/mL) e 1% de 

glutamina (2 mM). A placa foi mantida em cuba com atmosfera saturada de 

carbogênio (95% O2 e 5% CO2), em estufa a 37 ºC. O meio de cultura, em mesmas 

condições descritas acima, foi trocado após 24 horas e, transcorridas 48 horas da 

eutanásia dos animais, as glândulas pineais encontram-se desnervadas e em 

condições adequadas para realização dos devidos tratamentos. Após o término das 

incubações, glândulas pineais e meios de culturas são recolhidos e armazenados a  

-80 ºC para posterior realização das técnicas e análise. 

 

3.5 CULTURA DE MACRÓFAGOS RAW 264.7 

  

A cultura de macrófagos de camundongos da linhagem RAW 264.7, foi 

realizada em garrafas de cultura, contendo meio de cultura RPMI acrescido de 10% 

de soro fetal bovino. As células foram acompanhadas e o meio devidamente 

renovado nos períodos necessários até a confluência das células. No dia anterior 

aos tratamentos, as células foram plaqueadas em placas de cultura de 24 poços, 

contendo 300 µL de meio de cultura e 2 x 106 células em cada poço. No dia dos 

tratamentos o meio de cultura foi trocado duas horas antes do início para devida 

estabilização das células, em volume adequado para cada concentração de 

tratamento. Ao término das incubações, o meio de cultura foi recolhido e 

armazenado em freezer a -80 ºC. 

 

 

 



P á g i n a  | 42 

 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.6 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 

 Para as análises realizadas em glândulas pineais, inicialmente foram 

realizados os passos descritos conforme o item 3.4 e posteriormente foram 

realizadas as devidas incubações e estimulações de acordo com o protocolo 

experimental descrito abaixo: 

 

Figura 6 – Esquema com os protocolos experimentais realizados. 

 

 Para analisar os efeitos do heparan sulfato sobre a cultura de macrófagos 

RAW 264.7, foram realizadas incubações de 1, 3, 10 e 30 µg/mL de heparan sulfato, 

durante 3 horas. 
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3.7 DOSAGEM DE INDOLAMINAS POR CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA 
EFICIÊNCIA (HPLC) 

 

 Esta técnica foi utilizada para determinar o conteúdo de 5-hidroxitriptofano, 

serotonina, N-acetilserotonina e melatonina induzidos por noradrenalina, dosados no 

meio de cultura das glândulas pineais através do método de cromatografia líquida de 

alta eficiência (HPLC) em dois aparelhos distintos: as dosagens iniciais foram 

realizadas em equipamento de cromatografia Shimadzu, Kyoto, Japão, com sistema 

de bomba isocrática. Para dosagem de 5-hidroxitriptofano, serotonina e N-

acetilserotonina, foi utilizada fase móvel composta por acetato de sódio 0,1 M, ácido 

cítrico 0,1 M, EDTA 0,15 mM e metanol 10%; para a dosagem de melatonina, a fase 

móvel continha acetato de sódio 0,1 M, ácido cítrico 0,1 M, EDTA 0,15 mM e 

metanol 30%, com fluxo de 0,5 ml/min através de coluna de fase reversa 5-mm 

Resolve C18 (Waters, Mildford, MA, EUA) e detector a +0,90V acoplado a 

computador para obtenção dos dados. Para dosagem das respectivas indolaminas, 

foram injetados no sistema cromatográfico 50 µL de amostra previamente diluída em 

ácido perclórico (1:1) ou 50 µL dos respectivos padrões preparados em ácido 

perclórico. 

 As dosagens posteriores de melatonina foram realizadas em equipamento 

com sistema de bomba isocrática Waters, Mildford, MA, EUA, em fase móvel 

composta por 30% de metanol com 0,5% v/v de ácido acético, com fluxo de 0,5 

ml/min através de coluna de fase reversa 5-mm Resolve C18 (Waters, Mildford, MA, 

EUA) e detector a +0,90V acoplado a computador para obtenção dos dados. Foram 

injetados no sistema cromatográfico 25 µL das respectivas amostras e padrões 

preparados em ácido perclórico. 

 
3.8 DOSAGEM DE MELATONINA EM MEIO DE CULTURA DE MACRÓFAGOS 

RAW 264.7 
 

Para a dosagem de melatonina, a cultura de macrófagos (2 x 106 células por 

poço) foi estimulada com heparan sulfato (1 – 30 µg/mL) durante 3 horas. As 

dosagens de melatonina foram realizadas através do kit comercial de ELISA 

(GenWay, San Diego, USA) conforme especificações do fabricante. 
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3.9 EXTRAÇÃO DE PROTEÍNA NUCLEAR 

 

 A extração de proteína nuclear das glândulas pineais é necessária para a 

realização da técnica de gel-shift que será descrito no próximo item. Para realizar a 

extração de proteína total, após a realização dos protocolos experimentais conforme 

descrito no item 3.6, as glândulas pineais foram individualmente homogeneizadas 

com auxílio de pistilo em tubo plástico com capacidade para 1,5 mL de volume, 

contendo 100 µL de tampão de lise (HEPES 10 mM, KCl 10 mM, EDTA 0,1 mM pH 

8,0, glicerol 10%, DTT 1 mM e PMSF 0,1 mM). Na sequência, foram adicionados 

12,5 µL de NP40 (10%), um composto detergente para auxiliar no processo de lise. 

Após rápida agitação em vórtex, as amostras foram incubadas em gelo durante 15 

minutos, com posterior centrifugação durante 1 minuto, a 4ºC (12000 g), sendo o 

sobrenadante (extrato citoplasmático) descartado. O pellet formado no fundo do tubo 

foi ressuspenso em 50 µL do mesmo tampão de lise utilizado anteriormente e 

realizou-se nova centrifugação (12000 g; 1 min; 4 ºC), sendo o sobrenadante 

novamente descartado. As amostras foram então ressuspensas em 20 µL de 

tampão de extração nuclear (HEPES 10 mM, KCl 500 mM, EDTA 1 mM pH 8,0, 

glicerol 10%, DTT 1 mM, PMSF 0,1 mM) e mantidas durante 15 minutos em gelo, 

sob agitação, seguido por centrifugação (20000 g; 5 min, 4 ºC), sendo o 

sobrenadante formado composto por extrato proteico nuclear que foi transferido para 

novo tubo, sendo imediatamente armazenado a -20ºC. A quantificação proteica foi 

realizada através de espectofotômetro ND-1000 (Nanodrop®, Uniscience, 

Wilmington, DE, EUA). 

 

3.10 ENSAIO DE ELETROMOBILIDADE EM GEL (EMSA OU GEL-SHIFT) 

 

 Este ensaio foi utilizado para analisar o conteúdo nuclear de NF-B em 

glândulas pineais utilizando o extrato proteico obtido através do método descrito no 

item 3.9. Este ensaio consiste na ligação de proteínas do extrato nuclear com a 

sequência de nucleotídeos específica para o fator de transcrição NF-B marcada 

com o radioisótopo 32P. Para cada amostra foi utilizado volume correspondente a 6 

µg de proteína incubados em tampão de ensaio composto por (Tris-HCl 10 mM pH 

7,5, MgCl2 1 mM, NaCl 50 mM, DTT 0,5 mM, EDTA 0,5 mM pH 8,0, glicerol 4% e 1 
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µg de poli(dIdC) durante 20 minutos à temperatura ambiente. Na sequência, foi 

adicionado 1 µL, correspondente a cerca de 40000 cpm, da sonda de 

oligonucleotídeo dupla-fita consenso para NF-B (5’-

AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’, Promega, Madison, WI, EUA) marcado 

radioativamente, durante 30 minutos à temperatura ambiente. Esta marcação foi 

realizada pela incubação do oligonucletotídeo com a enzima T4 polinucleotídeo 

quinase (10 U) e 1 µL de [32P]-ATP (atividade específica 3000 Ci/mmol), durante 10 

minutos à 37ºC. Esta enzima substitui os fósforos do oligonucleotídeo por fósforo 

radioativo e o que não é incorporado é removido por coluna sefadex G-25 (GE 

Healthcare Life Sciences). Após a incubação com a sonda, foi adicionado aos 

extratos 2 µL de tampão de corrida (Tris HCL 250 mM pH 7,5 e 4% de glicerol) e no 

controle negativo foi adicionado o mesmo tampão de corrida acrescido de 0,2% de 

azul de bromo-fenol, somente para acompanhamento da corrida. Na sequência, as 

amostras foram aplicadas no gel de poliacrilamida não-desnaturante, 6% de 

acrilamida:bisacrilamida (37,5:1) para eletroforese durante cerca de 1h30 a 150V, 

em tampão 0,25x de Tris-borato/EDTA (TBE). Ao fim da corrida, o gel é seco à 

vácuo (Gel Dryer Vacuum System – Fischer Biotech, Wembley, Austrália) e exposto 

ao filme Biomax-MS (Kodak; Rochester, NY, EUA) em um cassete apropriado 

durante 72 horas a -80ºC. Ao fim deste período, a revelação é realizada em sala 

apropriada, por imersão em solução reveladora (Kodak; Rochester, NY, EUA) 

durante 5 minutos  e posterior imersão em solução fixadora (Kodak; Rochester, NY, 

EUA) durante 10 minutos. As imagens obtidas foram escaneadas e quantificadas 

densitometricamente através do software Image J (obtido por download gratuito no 

site http://rsb.info.nih.gov/ij). 

 

3.11 EXTRAÇÃO DE PROTEÍNA TOTAL 

 

 Após a realização do devido protocolo experimental, conforme descrito em 

3.6, as glândulas pineais obtidas foram processadas para obtenção de um extrato 

proteico total para posterior utilização no protocolo de western blot. Para isto, as 

glândulas pineais foram individualmente homogeneizadas em tubos plásticos com 

capacidade para 1,5 mL, com 50 µL do tampão de extração descrito por Laemmli 
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(1970), que é composto por Tris 125 mM, Glicerol 20%, SDS 4% e bromofenolblue 

0,004%, acrescido do coquetel de inibidor de fosfatase (Sigma-Aldrich; St. Louis, 

Missouru, EUA) e do coquetel de inibidor de protease (Sigma-Aldrich; St. Louis, 

Missouru, EUA). 

 

3.12 WESTERN BLOT 

 

 A técnica de western blot foi utilizada para determinar o conteúdo proteico de 

enzimas como AA-NAT e ASMT e consiste na eletroforese das amostras obtidas 

conforme descrito no item anterior, em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de 

sódio (SDS-PAGE) conforme descrito por Laemmli (1970), sendo o gel de feito a 

12% de acrilamida e bisacrilamida (37,5:1). Para a realização da técnica, o gel foi 

montado em aparato de eletroforese vertical (BioRad; Richmond, CA, EUA). 

Previamente a aplicação no gel, as amostras foram sonicadas e aquecidas a 95ºC 

durante cinco minutos. A migração das proteínas através do gel foi realizada a 100 

mV durante duas horas em tampão de corrida (Tris-Glicina 1X, SDS 0,1%). Ao 

término da corrida, o gel obtido é retirado do aparato e exposto a membrana de 

nitrocelulose no aparato de transferência úmido a 70A, durante 18 horas (overnight). 

A eficiência da transferência foi verificada em seguida, através da coloração das 

proteínas com solução de Ponceau, durante cinco minutos em agitação e lavadas 

com tampão TBST (TBS 1x e Tween 20 0,1%) na sequência. Após as lavagens, foi 

realizada incubação com solução de bloqueio Odyssey, durante uma hora sob 

agitação, em temperatura ambiente. As membranas foram então incubadas com os 

anticorpos de interesse durante 18 horas e após uma sequência de lavagens em 

TBST 1x, foram incubadas com anticorpo secundário durante 1h30m. Para finalizar, 

as membranas foram lavadas novamente em TBST 1x e a leitura da fluorescência 

foi realizada em aparelho Odyssey (LI-COR). Os resultados obtidos são verificados 

através do software ImageJ. 
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3.13 EXTRAÇÃO DE RNA 

 

 A extração de RNA foi realizada para posterior utilização em protocolos de 

RT-PCR. Glândulas pineais obtidas de acordo com protocolo experimental descrito 

no item 3.6, foram homogeneizadas com auxílio de pistilo em tubo plástico com 

capacidade para 1,5 mL de volume, contendo 100 µL de reagente TRIzol ® 

(Invitrogen Life Technologies; Carlsband, CA, EUA). Após a homogenização 

completa das glândulas, foi adicionado mais 900 µL de reagente TRIzol ®  e 200 µL 

de clorofórmio, realizada agitação manual vigorosa, e posteriormente os tubos foram 

mantidos em temperatura ambiente durante 5 minutos, seguido de centrifugação 

(12000 g; 15 min; 4 ºC) para que houvesse a separação da fase aquosa, onde está 

presente o RNA. Esta fase aquosa foi retirada e passada para outro tubo plástico 

para que fosse realizada a precipitação do RNA a partir da adição de 400 µL de 

isopropanol durante 10 minutos em temperatura ambiente, seguido por nova 

centrifugação (12000 g; 10 min; 4 ºC), sendo o sobrenadante removido. O pellet de 

RNA formado foi lavado duas vezes na presença de 500 µL de etanol 75%, 

centrifugado (7500 g; 5 min; 4 ºC) e o excesso de etanol evaporado à temperatura 

ambiente por cerca de 10 minutos. Na sequência, o material obtido foi 

ressuspendido em água para injeção estéril RNAse free (Beker; São Paulo, Brasil) e 

tratado com DNAse (Invitrogen Life Technologies; Carlsband, CA, EUA) de acordo 

com as instruções do fabricante. As amostras foram incubadas a temperatura 

ambiente durante 15 minutos e após, foram incubadas durante 10 minutos a 65ºC, 

com 25 mM de EDTA para inativação da DNAse. A concentração de RNA foi 

determinada através de espectofotometria no equipamento ND-1000 (Nanodrop®, 

Uniscience; Wilmington, DE, EUA). 

 

3.14 SÍNTESE DA FITA DE DNA COMPLEMENTAR (cDNA) 

 

 Foi realizada a síntese de cDNA por transcriptase reversa, a partir do RNA 

total (0,5 µg) diluído em água para injeção estéril RNAfree (Beker; São Paulo, Brasil) 

em um volume de 12 µL, ao qual foi adicionado 50 ng/µL de primers randômicos 

(Invitrogen Life Technologies; Carlsband, CA, EUA) e 10 mM de dNTP mix 
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(Invitrogen Life Technologies; Carlsband, CA, EUA). As amostras foram inicialmente 

incubadas a 65 ºC durante cinco minutos e imediatamente transferidas para uma 

cuba com gelo, adicionando-se 4 µL de tampão PCR 5X (Invitrogen Life 

Technologies; Carlsband, CA, EUA), 1 µL de DTT (0,1 M; Invitrogen Life 

Technologies; Carlsband, CA, EUA) e 1 µL de enzima transcriptase reversa 

SuperScript III (200 U/µL; Invitrogen Life Technologies; Carlsband, CA, EUA). As 

amostras foram homogeneizadas e para a geração do cDNA, foram incubadas 

durante 5 minutos a 25 ºC, 55 minutos a 50 ºC e 15 minutos a 70 ºC, para inativação 

da reação, em termociclador MasterCycler Personal (Eppendorf ®). O cDNA obtido 

foi imediatamente armazenado a -20 ºC até o momento do uso. 

 

3.15 RT-PCR EM TEMPO REAL 

 

 A técnica de RT-PCR em tempo real foi realizada para determinar a 

expressão gênica de Aa-nat e Asmt, e foi feita a partir do cDNA obtido de acordo 

com a descrição do item 3.14. As amostras foram preparadas utilizando-se 1 µL do 

cDNA construído, com adição de 400 nM de primer senso e antisenso e IQ SYBR 

Green Supermix (Applied Biosystems; Foster City, EUA) para volume final de 25 µL. 

A normalização dos dados obtidos foi realizada utilizando-se primer específico para 

GAPDH. A fluorescência obtida neste ensaio é proveniente do fluoróforo SYBR 

GREEN. A reação foi realizada em aparelho iCycler (BioRad Laboratories®) na 

sequência de um ciclo de 10 minutos a 94 ºC, 40 ciclos de 15 segundos a 94 ºC, 

seguido de 1 minuto a 60 ºC e 81 ciclos de 10 segundos, iniciando aos 55 ºC 

aumentando 0,5 ºC a cada ciclo, finalizando assim, aos 94 ºC. 

A concentração do RNAm foi calculada utilizando o valor do threshold cycle 

(Ct) da amplificação dos genes alvos, obtido através do software do iQ iCycle 

(BioRad). A quantificação relativa foi feita pela fórmula 2-ΔΔCt, onde ΔΔCt representa 

a diferença entre os ciclos, normalizada pela referência interna (GAPDH). 
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3.16 DOSAGEM DE TNF 

 

 Para a dosagem de TNF, foram utilizados meios de cultura de glândulas 

pineais de ratos estimuladas ou não (controle) com heparan sulfato (0,3 – 3 µg/mL) 

durante 2, 4 e 6 horas. As dosagens de TNF foram realizadas através do kit 

comercial de ELISA (rat TNF-alpha ELISA ready-set-go kit, cat. 88-7340, 

eBioscience, San Diego, CA, EUA) conforme especificações do fabricante. 

 

3.17 IMUNOFLUORESCÊNCIA PARA DETECÇÃO DE pAA-NAT EM CULTURA 
DE MACRÓFAGOS RAW 264.7 

 

 Para verificar a imunoreatividade da proteína AA-NAT fosforilada em células 

RAW 264.7, a cultura foi incubada com heparan sulfato 1 e 10 µg/mL (105 

células/poço), durante 60 minutos. Após esse período, as células foram fixadas com 

metanol acetona (1:1, 15 min, -20 ºC), permeabilizadas com Saponina (1%, 10 min., 

temperatura ambiente) e incubadas com anticorpo de coelho anti-fosfo-AA-NAT 

(1:200, overnight, 40 ºC). Posteriormente, incubou-se com o anticorpo secundário 

IgG anti-coelho marcado com FITC (1:200, 1h, temperatura ambiente, câmara 

escura). Para marcação do núcleo celular foi usado DAPI (1:1000, 5 min, 

temperatura ambiente). 

As lâminas foram analisadas por microscopia de fluorescência. Imagens 

aleatórias foram obtidas de três campos por poço, com parâmetros iguais para todas 

as fotos. Para quantificar a intensidade da fluorescência relativa, foi usado o 

software ImageJ, sendo quantificadas sete células por foto e calculadas as médias, 

sendo a média do grupo controle considerado 100%. 

 

3.18 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 Os resultados estão apresentados como média dos valores amostrais 

indicados em cada ponto dos gráficos ± erro padrão da média (e.p.m.). Quando a 

comparação realizada foi entre duas médias, foi utilizado teste t de student, 

enquanto a comparação entre três médias ou mais, foi realizada por análise de 
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variância (ANOVA) seguida do teste de Bonferroni. Os resultados foram 

considerados significativamente diferentes quando as probabilidades de erro foram 

inferiores a 5%, ou seja, p<0,05. As análises foram realizadas através do software 

GraphPad Prism® versão 5.0 (GraphPad Software®). 
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4.1 HEPARAN SULFATO MODULA A SÍNTESE DE MELATONINA 

 

 A síntese de melatonina por glândulas pineais de ratos em cultura 

estimuladas por 5 horas com noradrenalina 10 nM foi inibida por heparan sulfato 

(figura 7). Esta resposta ocorreu após uma incubação prévia de 30 minutos de 

heparan sulfato e deu-se de forma concentração dependente, sendo a resposta 

máxima observada com a concentração de 1.0 µg/mL e a concentração efetiva 50% 

(CE50) foi 323,1 ng/mL (LC sup = 85,83 ng/mL; LC inferior = 1216 ng/mL). Estes 

valores foram calculados a partir do ajuste pelo método dos mínimos quadrados de 

um curva concentração-resposta a uma sigmoide. 
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Figura 7 – Curva concentração-resposta do bloqueio da síntese de melatonina em 

glândulas pineais de ratos em cultura estimuladas por noradrenalina (10 nM, 5h) 

por  heparan sulfato. Heparan sulfato (3 ng/mL – 30 µg/mL) foi incubado por 30 

minutos e mantido por todo o período de estimulação com noradrenalina. Heparan 

sulfato é capaz de diminuir a síntese de melatonina em 50%, sendo a resposta 

máxima obtida com 1 µg/mL. Melatonina foi dosada por cromatografia líquida de 

alta eficiência (HPLC). Dados representam a média ± e.p.m; n= 3 – 11 glândulas por 

grupo experimental. 
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 Simultaneamente à dosagem de melatonina, foram avaliados os conteúdos de 

5-hidroxitriptofano, serotonina e N-acetilserotonina, precursores diretos da 

melatonina. O heparan sulfato não alterou o conteúdo de 5-hidroxitriptofano e 

serotonina, mas reduziu significativamente o conteúdo de N-acetilserotonina (figura 

8). 
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Figura 8 - Heparan sulfato inibe a síntese de N-acetilserotonina. As glândulas 

pineais em cultura foram estimuladas com heparan sulfato 0.3 – 3 µg/mL durante 30 

minutos e, posteriormente com noradrenalina 10 nM, por cinco horas. As 

concentrações dos precursores de melatonina 5-hidroxitriptofano, serotonina e N-

acetilserotonina foram dosadas por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). 

Heparan sulfato diminui a concentração de N-acetilserotonina e não altera a 

concentração dos demais precursores analisados. Dados representam a média ± 

e.p.m; n= 7 – 10 glândulas por grupo experimental (*p<0,05, em relação a 0; ANOVA, 

seguido do Teste de Bonferroni). 
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Para analisar o padrão da expressão gênica de Aa-nat e Asmt, foram 

utilizadas glândulas pineais de ratos em cultura na presença ou ausência de 1 µg/mL 

de heparan sulfato durante 30 minutos, com posterior estimulação por noradrenalina 

10 nM durante 90 minutos. As glândulas foram processadas de acordo com o item 

3.13 e o protocolo realizado de acordo com os itens 3.14 e 3.15. Foi observada uma 

diminuição na transcrição gênica da enzima Asmt na presença de HS, enquanto que 

não houve alteração na expressão de Aa-nat (figura 9). 

 

 
Figura 9 – Heparan sulfato diminui a expressão de gênica de Asmt. As glândulas 

pineais em cultura foram estimuladas com heparan sulfato 1 µg/mL ou veículo 

(meio de cultura BGJb) durante 30 minutos e, posteriormente com noradrenalina 10 

nM, por 90 minutos. Heparan sulfato diminui a transcrição gênica de Asmt, e não 

apresenta alteração sobre a transcrição gênica de Aa-nat. O padrão da transcrição 

gênica foi determinado por RT-PCR. Dados representam a média ± e.p.m de 

glândulas individuais conforme indicado em cada ponto (p<0,05, teste “t”de 

Student). 

 

Em seguida foi avaliado o conteúdo da enzima ASMT. Glândulas pineais in 

vitro foram estimuladas com heparan sulfato 0,3 – 3 µg/mL e posteriormente com 

noradrenalina 10 nM, durante cinco horas. A expressão da banda de 38 KDa, 

correspondente ao conteúdo de ASMT foi reduzida de forma dose-dependente após 

incubação com ASMT (figura 10), indicando que o conteúdo desta enzima, que 

converte N-acetilserotonina em melatonina foi reduzida por heparan sulfato. 
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Figura 10 – Heparan sulfato diminui a expressão de ASMT. Glândulas pineais em 

cultura foram estimuladas com heparan sulfato 0,3 – 3 µg/mL durante 30 minutos e 

posteriormente com noradrenalina 10 nM durante cinco horas, controle negativo não 

foi estimulado. Observa-se uma diminuição na expressão de ASMT conforme 

aumenta a dose de heparan sulfato. Imagem obtida através da revelação do gel 

resultante da técnica de western blot (A); quantificação do conteúdo de ASMT (B). 

 

 

 A mesma técnica foi utilizada para determinar o conteúdo da enzima 

pAA-NAT, que sabe-se ser a forma ativa da enzima, porém, para que esta forma 

permaneça protegida contra uma ação proteassomal, a mesma liga-se a uma 

proteína chaperona 14-3-3, e devido a esta interação, existiu uma dificuldade em 

obter resultados conclusivos, porém, aparentemente a enzima pAA-NAT encontra-se 

diminuída. 
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4.2 HEPARAN SULFATO INIBE A VIA DE SÍNTESE DA MELATONINA POR 
ATIVAÇÃO DE RECEPTORES TLR4 

 

 Para avaliar a possível interação de heparan sulfato com receptores TLR4, 

glândulas pineais in vitro foram previamente incubadas com o inibidor destes 

receptores, TAK-242 nas concentrações de 1, 10 e 30 nM (Kawamoto et al., 2008) 

(figura 11), posteriormente foram incubadas com heparan sulfato 1 ou 30 µg/mL, 

durante trinta minutos e, finalmente estimuladas com noradrenalina 10 nM durante 

cinco horas. Sem a presença de TAK-242, o heparan sulfato diminuiu a síntese de 

melatonina em cerca de 50%, sendo este efeito revertido na presença do inibidor de 

receptores TLR4 em todas as concentrações avaliadas. 

 

 
Figura 11 – Heparan sulfato inibe a via de síntese de melatonina por ativação de 

receptor TLR4. As glândulas pineais em cultura foram incubadas inicialmente com 1, 

10 ou 30 nM de TAK-242, inibidor de receptor TLR4, durante 30 minutos, em 

seguida, com heparan sulfato 1 ou 30 µg/mL  durante 30 minutos e, posteriormente 

estimuladas com noradrenalina 10 nM, por cinco horas. Em ambas as doses 

analisadas, a inibição da síntese de melatonina por heparan sulfato foi revertida com 

o pré-tratamento por TAK-242, indicando assim que heparan sulfato atua na 

glândula pineal através da interação com TLR4. A concentração de melatonina foi 

dosada por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Dados representam a 

média ± e.p.m de glândulas individuais conforme indicado em cada ponto (p<0,05 

conforme demonstrado; ANOVA, seguido do teste de Bonferroni). 
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4.3 HEPARAN SULFATO NÃO ALTERA A VIA DE SINALIZAÇÃO DE NF-B 

 

Considerando que em glândulas pineais de rato, LPS bloqueia a transcrição 

do gene Aa-nat via ativação TLR4/NF-B, foi avaliado o efeito do heparan sulfato 

sobre a translocação de NF-B. Foi demonstrado que o fator de transcrição NF-B é 

responsável por regular a transcrição gênica de Aa-nat e inibir a síntese de 

melatonina em glândulas pineais de ratos incubadas com LPS através da interação 

com receptores TLR4, heparan sulfato demonstrou interagir com estes receptores e 

portanto, foram realizados experimentos para analisar a expressão de NF-B na 

presença de HS. 

A figura 12-A mostra um gel típico do ensaio de eletromobilidade em gel, em 

que as glândulas pineais foram incubadas com 10 µg/mL de heparan sulfato por 

diferentes tempos. São observadas dois complexos que foram denominados C1 

(Complexo 1) e C2 (Complexo 2). Cada linha no gel representa a pineal de um rato, 

e como pode ser visto, a variabilidade é importante, mas não há um perfil que 

indique um aumento do conteúdo nuclear de proteínas que interaja com a sonda 

para as subunidades NF-B. 

Foi avaliada a translocação nuclear de NF-B em concentrações de heparan 

sulfato de 1 e 10 µg/mL, em tempos entre 30 segundos e 30 minutos. Não houve 

alteração na translocação nuclear de NF-kB na concentração de 1 µg/mL. Na 

concentração de 10 µg/mL, há uma diminuição na translocação de C1 aos cinco 

minutos, que é retomada em seguida, não demonstrando mais alterações (figura 12-

B). 
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Figura 12 – Efeito de heparan sulfato sobre a translocação nuclear de NF-B. 

Glândulas pineais em cultura foram estimuladas com heparan sulfato (10 µg/mL) 

pelo tempo indicado acima. Cada linha indica uma glândula pineal. Os controles 

negativos são formados pela incubação da sonda radioativa sem a presença de 

proteínas (A). Glândulas pineais em cultura foram estimuladas com heparan sulfato 

(1 µg/mL ou 10 µg/mL) por 30 segundos a 30 minutos. Quantificação densitométrica 

do gel-shift com a presença de duas bandas de NF-B (denominadas C1 e C2). Ocorre 

uma diminuição na translocação nuclear de NF-kB com incubação de 10 µg/mL que 

é retomada no tempo seguinte (5 minutos) (B). Os gráficos referem-se a média ± 

e.p.m; n= 3 – 4 glândulas por grupo experimental (*p<0,05, em relação a 0; ANOVA, 

seguido do Teste de Bonferroni). 
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Estes resultados sugerem que nas nossas condições experimentais a 

ativação de TLR4 por heparan sulfato não resulta na ativação da via de sinalização 

NF-B. Considerando que a ativação desta via leva à produção de TNF por 

glândulas pineais em cultura estimuladas por LPS (Carvalho-Sousa et al., 2009), 

avaliamos a capacidade de heparan sulfato levar à produção de TNF. A incubação 

de glândulas pineais por 2, 4 e 6 horas com 1,0 g/mL de heparan sulfato não levou 

à síntese de níveis detectáveis de heparan sulfato. Foram corridas simultaneamento 

glândulas pineais incubadas com ATP e sendo detectados níveis de TNF, 

confirmando que o método de detecção estava satisfatório. 

 

4.4 HEPARAN SULFATO NÃO INDUZ A SÍNTESE DE MELATONINA POR 
MACRÓFAGOS RAW 264.7 EM CULTURA 

 

Conforme descrito na introdução, nosso grupo vem demonstrando um 

comunicação bidirecional entre a pineal e células imuno-competentes (Markus et al., 

2007) em situações em que o organismo é desafiado por bactérias ou fungos. Em 

todos estes estudos o fator central para uma alternância da produção de melatonina 

da glândula pineal e macrófagos é o fator de transcrição NF-B (Markus et al., 

2013). Mais recentemente foi mostrado que o peptídeo -amilóide, molécula 

endógena capaz de desencadear processos neuroinflamatórios via interação como 

TLR4, também ativa o eixo imune-pineal via translocação nuclear de NF-B (Cecon 

et al., 2015). Apesar do heparan sulfato não usar a via de transcrição NF-B em 

pinealócitos, em diversas outras células já foi mostrado que esta via pode ser 

ativada (Ausseil, 2008; Johnson et al., 2002; O'Callaghan  et al., 2015; Wrenshall et 

al., 1995). Dessa forma, também avaliamos se a ativação de macrófagos por 

heparan sulfato poderia levar à produção de melatonina por macrófagos.   

Foram utilizados meios de cultura de macrófagos da linhagem RAW 264.7, 

cultivados em placas de cultura de 24 poços por um dia antes de serem estimulados 

com heparan sulfato 0, 1 e 10 µg/mL. No meio de cultura de macrófagos estimulados 

com ATP foi detectado 70 – 80 pg/mL (2x106 células por poço) de melatonina. 

Macrófagos incubados com heparan sulfato não induziram a síntese de melatonina. 

Para comprovar que o heparan sulfato não ativa o eixo imune-pineal, realizamos a 
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técnica de imunocitoquímica com macrófagos cultivados em placas de cultura de 24 

poços por um dia antes de serem estimulados com heparan sulfato 0, 1 e 10 µg/mL. 

O controle negativo do experimento foi realizado com incubação apenas do 

anticorpo secundário, e como esperado, não apresentou marcação, demonstrando a 

especificidade dos anticorpos. Avaliamos a expressão de pAA-NAT na presença ou 

ausência de heparan sulfato e não obtivemos diferença entre o grupo controle e os 

grupos tratados (figura 13), comprovando assim que o heparan sulfato não é uma 

molécula capaz de ativar o eixo imune-pineal. 

 

 
Figura 13 – Heparan sulfato não altera o conteúdo de pAA-NAT em macrófagos em 

cultura. Macrófagos RAW 264.7 foram incubados na presença ou ausência de 

heparan sulfato 1 e 10 µg/mL e realizada técnica de imunocitoquímica. Fluorescência 

verde indica a presença de pAA-NAT e fluorescência azul localiza o núcleo das 

células. Heparan sulfato não altera o conteúdo de pAA-NAT em macrófagos em 

cultura. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 
 

 

 

 

5 DISCUSSÃO 
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a possibilidade de heparan sulfato ser um 

ativador do eixo imune-pineal, isto é, suprimir a produção de melatonina pela 

glândula pineal e induzir a produção de melatonina por células imuno-competentes 

(Markus et al., 2007, 2013). Além de citocinas pró-inflamatórias, moléculas presentes 

na parede de fungos e bactérias e o peptídeos -amilóide exercem esta função 

(Cecon et al., 2015; da Silveira-Cruz Machado et al., 2010; Markus et al., 2007, 

2013). A premissa deste trabalho foi que o heparan sulfato, uma molécula que 

sinaliza perigo através de receptores TLR4 teria efeitos mediados pelo fator de 

transcrição NF-B, semelhantes aos já observados com LPS. 

Os dados obtidos confirmam que o heparan sulfato, em glândula pineais de 

ratos atua via receptores TLR4 e mostram que este efeito leva a uma redução da 

síntese de N-acetilserotonina e melatonina, à semelhança do que se observa com 

outras moléculas sinalizadoras de dano ou perigo (Markus et al., 2013).  No entanto, 

heparan sulfato não é capaz de induzir a síntese de melatonina em macrófagos de 

linhagem RAW 264.7, mesmo utilizando concentrações até 30 vezes maiores das 

que atuam na pineal de rato. Desta forma, apenas a supressão do hormônio do 

escuro é induzida por heparan sulfato. A indução da síntese de melatonina como 

mediador da fase de recuperação da resposta inflamatória não ocorreu. Portanto, 

heparan sulfato não ativa o eixo imune-pineal. 

Esta mesma conclusão pode ser obtidas ao considerarmos o mecanismo 

molecular que leva à ativação do eixo imune-pineal. Inicialmente é preciso revisar 

qual é a base molecular para ativação do mesmo. A translocação nuclear de NF-B 

causada por LPS promove a inibição da transcrição do gene da Aa-nat em glândulas 

pineais em cultura, e induz a síntese de TNF (Fernandes et al., 2006; da Silveira 

Cruz-Machado et al., 2012). TNF é produzido por microglias residentes na pineal (da 

Silveira Cruz-Machado et al., 2012; Santos, 2015) e, ao mesmo tempo foi observado 

um aumento dos receptores de TNF do subtipo 1 (TNFR1, Carvalho-Sousa et al., 

2013). A redução direta da síntese de melatonina mediada por TLR4 e TNFR1 é 

dependente da translocação nuclear de NF-B. Por outro lado, este mesmo 

mecanismo é que leva à indução da produção de melatonina por macrófagos (Muxel 

et al., 2012; Pires-Lapa et al., 2013). Vale ressaltar que em pinealócitos o dímero de 

NF-B que reduz a transcrição do gene Aa-nat é formado por p50/p50, enquanto no 
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caso de macrófagos é translocado o dímero RelA/c-Rel (Muxel e Markus, 

comunicação pessoal). Heparan sulfato, nas condições usadas, não ativa a via de 

sinalização NF-B, quer em pineais quer em macrófagos. Desta forma, o mecanismo 

pelo qual heparan sulfato reduz a produção de melatonina em glândulas pineais não 

é compatível com a ativação do eixo imune-pineal.  

Avaliando as enzimas envolvidas nas respostas a LPS e a heparan sulfato foi 

detectado que os alvos são diferentes. Enquanto LPS leva à redução da transcrição 

gênica de Aa-nat, heparan sulfato reduz a transcrição de Asmt. Interessante notar 

que heparan sulfato também reduz N-acetilserotonina, produto da enzima P-AA-

NAT. No momento apenas podemos afirmar que este efeito não é mediado por NF-

B, porque alterações no conteúdo nuclear de NF-B foram observadas com 

concentrações acima de 10 µg/mL, sendo que a diminuição de melatonina ocorre em 

concentrações a partir de 1 µg/mL. Além disso, a redução da produção de 

melatonina é devida a uma inibição da expressão da enzima ASMT, que converte N-

acetilserotonina em melatonina, e não da enzima AA-NAT, que converte serotonina 

em N-acetilserotonina.  

Este trabalho abre novos horizontes para o entendimento da função pineal e 

processos inflamatórios fisiopatológicos e patológicos, visto que heparan sulfato livre 

é molécula importante neste contexto.  

Heparan sulfato modula positivamente a resposta inflamatória liberando 

citocinas sequestradas na matriz extracelular ativando receptores TLR4 ou 

facilitando a interação de leucócitos com a camada endotelial (Akbarshahi et al., 

2011; Axelsson et al., 2012; Bode et al., 2008; Brunn et al., 2005; Gotte, 2003; 

Johnson et al., 2002; Parish, 2006; Taylor, Gallo, 2006; Wang et al., 2005). Estes 

efeitos são controlados de forma bastante estrita pela atividade da enzima 

heparanase, uma endo-β-d-glucuronidase que atua em sítios de baixa sulfatação 

(Pikas et al., 1998). Heparan sulfato pode estar ligado a proteínas presentes na 

membrana plasmática ou na matriz extracelular. O fato de reduzir a produção de 

melatonina da pineal, que tem a capacidade de regular a migração de leucócitos, 

reduzindo o rolamento e adesão destas células sobre a camada endotelial (Lotufo et 

al., 2001), acresce mais um mecanismo pró-inflamatório que poderia ser 

desencadeado.  
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Figura 14 – Esquema simplificado das vias de sinalização do receptor TLR4. Há 

duas vias paralelas que podem se comunicar. A via clássica é a que utiliza a proteína 

Myd88 para ativar enzimas que fosforilam o fator de transcrição NF-B, capaz de 

induzir ou inibir a transcrição de diversos genes. A via não canônica, de uma forma 

geral é responsável por iniciar respostas imunes inatas a vírus. Sua ativação pode 

levar à síntese de IFN e IFN por células de defesa. O papel desta via de sinalização 

na glândula pineal ainda não é conhecido. 

 

Heparan sulfato é uma molécula capaz de ativar receptores TLR4 via Myd88, 

que leva à translocação nuclear de NF-B ou TRAM /TRIF (Wu et al., 2014). TRIF 

ativa as quinases TBK1 e RIPK1 que fosforilam IRF3 (Akbarshahi et al., 2011; 

Trinchieri, Sher, 2007) (figura 14). A translocação nuclear de IRF3 fosforilada 

promove a síntese de um pacote de genes, incluindo interferon tipo I. Nossos dados 

mostram que o bloqueio farmacológico de receptores TLR4 reverte o efeito inibitório 
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do heparan sulfato sobre a produção de melatonina induzida por noradrenalina. No 

entanto, apesar de termos observado translocação de NF-B, à semelhança do 

encontrado em macrófagos (Wrenshall et al., 1995) e células dendríticas (Johnson et 

al., 2002), as concentrações necessárias foram superiores àquelas necessárias para 

levar à redução da síntese de melatonina induzida por noradrenalina.  

Possivelmente, o heparan sulfato age na glândula pineal através da 

sinalização mediada por TRAM/TRIF/ IRF3, levando a um aumento de IFN  e  que 

são relevantes no controle de infecções virais (Haller et al., 2007). Uma das 

hipóteses levantadas a partir dos dados aqui apresentados é que IRF3 poderia de 

forma direta ou indireta reduzir a transcrição de Asmt (figura 15). Interessante notar 

que esta enzima foi muito menos estudada em glândulas pineais que a AA-NAT, 

provavelmente porque não é alvo direto da variação diária de melatonina. Em 

animais sazonais foi demonstrado que está relacionada com variações fotoperiódica 

(inverno/verão) (Ribelayga et al., 2000) e em glândulas pineais em cultura a ativação 

de receptores purinérgicos P2X7 promove a inibição da síntese de melatonina por 

reduzir a expressão de ASMT de maneira não dependente de NF-B (Souza-

Teodoro et al., 2016).  

Sendo o pico de melatonina noturno importante para manter células 

endoteliais em estado quiescente e modular negativamente respostas inflamatórias 

(Lotufo et al., 2001; Marçola et al., 2013, 2016; Tamura et al., 2010). Desta forma, 

uma redução da produção de melatonina oriunda de uma disfunção da matriz 

extracelular estaria contribuindo para geração de uma inflamação não infecciosa, 

como observado em casos de injúrias severas (Plank, Hill, 2000).  
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Figura 15 – Possível via de atuação de heparan sulfato em glândulas pineais de 

ratos. Devido à demonstração que heparan sulfato não atua de forma semelhante a 

outros ligantes de receptores TLR4, existe a possibilidade que esta seja a via de 

ativação deste receptor em glândulas pineais de ratos por heparan sulfato, porém, 

ainda são necessários maiores esclarecimentos para determinação da devida 

sinalização.   

 

 

Considerando o cenário que heparan sulfato pudesse ser liberado dentro da 

própria pineal, teríamos uma disfunção que levaria a um estado inflamatório 

permitindo o desencadeamento de doenças a longo prazo. Interessante notar que 

tanto heparan sulfato como melatonina estão implicados em doença de Alzheimer e 

que estes peptídeos, na presença de heparan sulfato são mais rapidamente 

agregados em espécies tóxicas (Cheng et al., 2013), o que torna estes agregados  

interessantes alvos para tratamento  de pacientes com doença de Alzheimer (Zhang 

et al., 2014). Por outro lado, peptídeo -amilóide é capaz de interagir com receptores 

TLR4 induzindo a redução da síntese de melatonina (Cecon et al., 2015).  
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Até o momento, as disfunções da glândula pineal estavam ligadas a 

alterações do padrão de iluminação ambiental, ou à ativação da via de transcrição 

NF-B observadas em processos inflamatórios agudos ligados a bactérias, fungos 

ou citocinas pró-inflamatórias (Markus et al., 2013). Este trabalho fortemente sugere 

que a via de ativação de interferons classe I, que está ligada à resposta a vírus, ou a 

desestruturação da matriz extracelular, envolvendo heparan sulfato, deverá 

futuramente ser avaliada como um causa de disfunção pineal.    
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1) Heparan sulfato inibe a síntese de melatonina e n-acetilserotonina em glândulas 

pineais de rato em cultura, por interação com receptores do tipo toll 4; 

3) A via de sinalização ativada pela interação de heparan sulfato com TLR4 na 

glândula pineal não ocorre obrigatoriamente via NF-B, sendo esta via ativada 

somente em doses maiores que 10 µg/mL; 

4) Heparan sulfato inibe a transcrição gênica de ASMT e consequentemente o 

conteúdo enzimático também é diminuído; 

5) Heparan sulfato não induz a produção de melatonina por células 

imunocompetentes, não podendo ser considerada uma molécula ativadora do eixo 

imune-pineal. 

 

Este projeto abre novas possibilidades de estudo quanto à forma de atuação 

de heparan sulfato, principalmente sobre a glândula pineal, visto que poucos artigos 

tratam sobre sua ativação de TLR4 via sinalização de TRIF, induzindo 

consequentemente a translocação nuclear de IRF3 e ativação da produção de IFN 

do tipo 1. 
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