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Resumo

Fundamento: A melatonina é um hormônio neuroendócrino sintetizado principalmente pela glândula pineal que é 
indicado para prevenir efetivamente a lesão de reperfusão miocárdica. Não está claro se a melatonina protege a função 
cardíaca da lesão de reperfusão através da modulação da homeostase do cálcio intracelular.
Objetivo: Demonstrar que a melatonina protege contra a lesão de reperfusão miocárdica através da modulação de IP3R 
e SERCA para manter a homeostase de cálcio por meio da ativação de ERK1 em cardiomiócitos.
Métodos: Foram realizados experimentos in vitro usando células H9C2 submetidas a indução de hipoxia / reoxigenação 
simulada (H/R). O nível de expressão de ERK1, IP3R e SERCA foi avaliado por Western Blots. A apoptose de cardiomiócitos 
foi detectada por TUNEL. A coloração de faloidina foi utilizada para avaliar a alteração da organização de filamentos de actina 
dos cardiomiócitos. Fura-2 / AM foi utilizado para medir a concentração intracelular de Ca2+. Realizando experiências in vivo, 
a expressão miocárdica de IP3R e SERCA foi detectada por coloração com imunofluorescência usando modelo de isquemia 
miocárdica / reperfusão (I/R) em ratos.
Resultados: resultados in vitro mostraram que a melatonina induz a ativação de ERK1 em cardiomiócitos contra H/R 
que foi inibida por PD98059 (inibidor de ERK1). Os resultados mostraram que a melatonina inibe a apoptose dos 
cardiomiócitos e melhora a organização do filamento de actina em cardiomiócitos contra H/R, pois ambas poderiam 
ser revertidas pela PD98059. A melatonina mostrou reduzir a sobrecarga de cálcio, além de inibir a expressão de IP3R 
e promover a expressão de SERCA através da via ERK1 em cardiomiócitos contra H/R. A melatonina induziu menor IP3R 
e maior expressão de SERCA no miocárdio que foram revertidas pela PD98059.
Conclusão: a cardioproteção induzida pela melatonina contra lesão de reperfusão é pelo menos parcialmente através da 
modulação de IP3R e SERCA para manter a homeostase de cálcio intracelular via ativação de ERK1. (Arq Bras Cardiol. 
2018; 110(1):44-51)
Palavras-chave: Melatonina; Reperfusão Miocárdica; Miócitos Cardíacos; Infarto do Miocárdio; Insuficiência Cardíaca.

Abstract
Background: Melatonin is a neuroendocrine hormone synthesized primarily by the pineal gland that is indicated to effectively prevent myocardial 
reperfusion injury. It is unclear whether melatonin protects cardiac function from reperfusion injury by modulating intracellular calcium homeostasis.

Objective: Demonstrate that melatonin protect against myocardial reperfusion injury through modulating IP3R and SERCA2a to maintain 
calcium homeostasis via activation of ERK1 in cardiomyocytes.

Methods: In vitro experiments were performed using H9C2 cells undergoing simulative hypoxia/reoxygenation (H/R) induction. Expression level of ERK1, 
IP3R and SERCA2a were assessed by Western Blots. Cardiomyocytes apoptosis was detected by TUNEL. Phalloidin-staining was used to assess alteration 
of actin filament organization of cardiomyocytes. Fura-2 /AM was used to measure intracellular Ca2+ concentration. Performing in vivo experiments, 
myocardial expression of IP3R and SERCA2a were detected by immunofluorescence staining using myocardial ischemia/ reperfusion (I/R) model in rats.

Results: In vitro results showed that melatonin induces ERK1 activation in cardiomyocytes against H/R which was inhibited by PD98059 (ERK1 
inhibitor). The results showed melatonin inhibit apoptosis of cardiomyocytes and improve actin filament organization in cardiomyocytes against 
H/R, because both could be reversed by PD98059. Melatonin was showed to reduce calcium overload, further to inhibit IP3R expression and 
promote SERCA2a expression via ERK1 pathway in cardiomyocytes against H/R. Melatonin induced lower IP3R and higher SERCA2a expression 
in myocardium that were reversed by PD98059.

Conclusion: melatonin-induced cardioprotection against reperfusion injury is at least partly through modulation of IP3R and SERCA2a to 
maintain intracellular calcium homeostasis via activation of ERK1. (Arq Bras Cardiol. 2018; 110(1):44-51)
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Introdução
A lesão de isquemia-reperfusão miocárdica geralmente ocorre 

em pacientes com infarto agudo do miocárdio com elevação 
do segmento ST (STEMI), em quem a intervenção terapêutica 
mais efetiva para reduzir a lesão isquêmica do miocárdio agudo 
e limitar o tamanho do infarto do miocárdio (MI) é a terapia 
de reperfusão miocárdica efetiva e feita em tempo oportuno.1 
No entanto, o processo de reperfusão miocárdica pode induzir 
mais lesão de reperfusão miocárdica.1-4 A lesão de reperfusão 
miocárdica diminui o benefício da terapia de reperfusão e traz 
para os pacientes maior tamanho de IM, insuficiência cardíaca 
mais grave e pior prognóstico. A restauração da circulação cardíaca 
é acompanhada de danos e morte celulares (lesão de reperfusão 
letal), arritmias de reperfusão, atordoamento miocárdico e 
fenômeno de não refluxo. A lesão de reperfusão letal (morte de 
cardiomiócitos induzida por reperfusão) é um alvo terapêutico 
chave com significativo impacto antecipado no prognóstico do 
paciente.1-6 A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é um 
hormônio neuroendócrino, que é sintetizado principalmente 
pela glândula pineal.7,8 A melatonina apresenta efeitos protetores 
profundos contra a lesão por isquemia-reperfusão no miocárdio 
através de ações antioxidantes.9-18 A sobrecarga de Ca2+ é o 
estimulador primário da lesão por isquemia / reperfusão e 
induz a apoptose dos cardiomiócitos na condição de isquemia 
/ reperfusão. Não está claro se a melatonina protege a função 
cardíaca da lesão de reperfusão através da modulação da 
homeostase de cálcio intracelular. Yeung et al.,19 sugeriram que a 
melatonina é cardioprotectora contra a lesão miocárdica induzida 
por hipóxia crônica porque melhora a regulação do cálcio no 
retículo sarcoplasmático (RS) dos cardiomiócitos através de um 
mecanismo antioxidante.

No entanto, a evidência sobre o efeito da melatonina e o 
mecanismo subjacente à sobrecarga de Ca2+ sob isquemia / 
reperfusão aguda é rara. Os receptores cardíacos do inositol 
1,4,5-trifosfato cardíaco (IP3R) e a ATPase do Ca2+ do retículo 
sarcoplasmático (SERCA) são mediadores importantes para a 
regulação intracelular do cálcio, a contratilidade e morte em 
células cardíacas.20-23 Portanto, no presente estudo, colocamos 
a hipótese de que a melatonina tem efeitos protetores nos 
cardiomiócitos contra lesões de reperfusão modulando os 
IP3R e SERCA para manter a homeostase do cálcio intracelular.  
A isquemia-reperfusão mostrou ativar as cascatas de sinalização 
anti-apoptóticas da quinase de sobrevivência, incluindo as 
quinases reguladas por sinal extracelular p42/p44 (ERK 1/2) 
que foram envolvidas na sobrevivência celular.24,25 Não está 
claro se o ERK1 tem um papel importante durante a modulação 
da melatonina na homeostase de cálcio nos cardiomiócitos.  
O presente estudo teve como objetivo elucidar se a melatonina 
protege os cardiomiócitos contra lesões de reperfusão através 
da modulação de IP3R e SERCA para reduzir a sobrecarga de 
cálcio através da via ERK1.

Métodos

Declaração de ética
O presente estudo foi realizado de acordo com as 

diretrizes do Comitê de Ética do Hospital Geral do Exército 
de Libertação do Povo Chinês, Pequim, China.

Cultura das células H9C2
As células H9C2 (derivadas do cardiomioblasto embrionário 

de ratos) foram obtidas da Academia Chinesa de Ciências 
Médicas (Xangai, China) cultivadas em meio de Eagle modificado 
por Dulbecco: Mistura Nutritiva F-12 (DMEM/F12, Thermo 
Fisher Biochemical Products, Pequim, China), complementada 
com 10% de soro bovino fetal (FBS, Invitrogen Life Technologies, 
Carlsbad, CA, EUA) e 100 mg/ml de penicilina / estreptomicina 
(Beyotime Institute of Biotechnology, China).

Indução de lesão H/R in vitro e melatonina ou mais com 
tratamento PD98059

As condições hipóxicas foram produzidas usando 
solução fresca de Hanks com 95% de N2 e 5% de CO2.  
O pH foi ajustado para 6,8 com lactato para imitar condições 
isquêmicas. Os pratos foram colocados em uma incubadora 
hipóxica (Invivo2-400, Ruskinn) que foi equilibrada com 95% 
de N2 e 5% de CO2 e a concentração real de oxigênio foi zero. 
Os níveis ambientais de O2 na incubadora de hipóxia foram 
monitorados por um analisador de O2 (série-2000, Alpha 
Omega Instruments). Após o tratamento hipóxico, o meio de 
cultura foi rapidamente substituído por DMEM fresco com 
1% de FBS para iniciar a reoxigenação. O procedimento de 
hipóxia / reoxigenação foi alcançado por 4 h de tratamento 
de hipóxia (anóxia) e 4 h de tratamento de reoxigenação. 
Para o tratamento com melatonina, as células cultivadas foram 
pré-incubadas com melatonina (5 uM) 12 h antes da hipóxia 
ou mais com PD98059 com concentração de 10 uM antes 
do tratamento com melatonina. A dose de melatonina foi 
escolhida de acordo com estudos prévios.18,26

Ensaio TUNEL in vitro de apoptose de cardiomiócitos por 
microscopia confocal

A apoptose das células H9C2 foi examinada pelo 
ensaio TUNEL. Os cardiomiócitos cultivados foram fixados 
com 4% de paraformaldeído (PFA) (Millipore, EUA) e 
permeabilizados com 1% de Triton X-100 (Sigma Aldrich, 
EUA) em solução salina tamponada com fosfato (PBS) 
(Invitrogen, EUA) durante 30 minutos, seguido por 3 vezes 
(3 x 10 minutos) de lavagem com PBS fresco. Em seguida, 
aplicou-se um Kit de Ensaio de Fragmentação de ADN in 
situ Apo-BrdU (BioVision, EUA) durante 1 hora, seguido por 
incubação das placas tratadas com 5 μl de anticorpo anti-
BrdUFITC. Foram realizados 15 minutos de imunocoloração 
DAPI para identificar os núcleos dos cardiomiócitos. 
Enseguida, as imagens foram tomadas em um microscópio 
confocal de leitura laser Leica TCS-SP2 AOBS invertido 
(Leica, Alemanha). A apoptose foi quantificada como a 
porcentagem de cardiomiócitos cultivados.

Estudo de F-actina com faloidina fluorescente e 
microscopia confocal

A detecção de F-actina com faloidina foi feita de acordo 
com as instruções do fabricante. As H9C2 foram fixadas em 
vidro tratado com polilisina com paraformaldeído a 3,7% e 
depois lavado com 0,1% de Triton X-100-PBS. Posteriormente, 
foram coradas com solução conjugada FITC-faloidina 
fluorescente 0,8 unidade/ml (KeyGen Bio TECH Corp, China) 
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durante 10 min à temperatura ambiente. Finalmente, foram 
lavadas três vezes com PBS. As amostras montadas foram 
analisadas utilizando microscopia confocal.

Detecção da concentração intracelular de Ca2+

O Ca2+ intracelular foi medido usando o corante fluorescente 
dependente de cálcio Fura-2 de acordo com as instruções do 
fabricante. As culturas de H9C2 foram transferidas para 1 mL 
de DMEM fresco contendo 5 μL de Fura-2-acetoxi-metiléster 
(AM; 10 μM; Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e incubadas 
em uma incubadora de CO2 a 37° C durante 1 h. As células 
carregadas com Fura-2 foram então colocadas na platina de 
um microscópio confocal (Olympus) e visualizadas usando uma 
objetiva de imersão em óleo de 60 ×.

Western blots
Após os tratamentos apropriados, as células cultivadas 

foram lisadas com tampão de lise RIPA (Beyotime, China) 
durante 30 min e centrifugadas a 14 000 xg durante 30 min. 
Quantidades iguais de proteína foram separadas por 
eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecil sulfato de 
sódio ao 10% e transferidas para uma membrana de difluoreto 
de polivinilideno (Millipore). Após ter sido bloqueada com 
5% de leite em solução salina tamponada com tris contendo 
0,05% de Tween20 (TBST) à temperatura ambiente durante 
1 h, a membrana foi incubada a 4ºC durante a noite com 
os seguintes anticorpos primários: t-ERK1 (1: 2000, Abcam), 
p‑ERK1 (1: 1000, Abcam), IP3R (1: 1000, Abcam) e SERCA 
(1: 1000, Ab-cam). Depois de ser lavada com TBST e incubada 
adicionalmente com o anticorpo secundário apropriado a 
37°C durante 60 min, as blots foram visualizadas com um 
reagente de quimioluminiscência melhorada (ECL).

Modelo de isquemia / reperfusão miocárdica (I/R) e 
tratamento com melatonina

Ratos machos Sprague-Dawley (SD) (250 ± 10 g) foram 
adquiridos do Centro Animal Experimental, do Hospital Geral 
PLA da China. Todos os procedimentos foram aprovados pelo 
Comitê Institucional de Cuidados e Uso Animal do Hospital 
Geral do PLA chinês. Os ratos foram divididos nos seguintes 
grupos (n = 5 em cada grupo): (1) Grupo de controle, (2) 
Grupo I/R, (3) Grupo I/R + Melatonina, (4) I/R + Melatonina + 
PD98059. Os ratos foram anestesiados intraperitonealmente 
com pentobarbital sódico (50  mg/kg). Os animais foram 
então incubados e ventilados por um respirador regulado 
por volume durante a cirurgia. Após uma toracotomia lateral 
esquerda e pericardectomia, a artéria coronária esquerda foi 
identificada e ligada suavemente com uma sutura de Prolene 
6.0. O IAM bem-sucedido foi confirmado pela elevação típica 
do segmento ST na eletrocardiografia. A isquemia miocárdica 
durou 30 minutos e a reperfusão 2 horas. Melatonina 
recentemente preparada (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
EUA) foi administrada por via intraperitoneal em uma dose 
de 20 mg/kg 12 horas antes do IM. PD98059 (inibidor ERK1, 
Sigma, EUA) foi administrado com injeção intraperitoneal 
em uma dose de 5 mg/kg 4 horas antes do tratamento com 
melatonina. No final do período de reperfusão, os corações 
foram excisados para a preparação de seções (4  μm de 

espessura) para detectar a expressão de SERCA e IP3R por 
coloração de imunofluorescência.

Detecção de expressão do miocárdio SERCA e IP3R por 
imunofluorescência

Depois de serem tratadas como foi mencionado acima, 
as secções do coração foram fixadas com paraformaldeído 
a 4% em PBS durante 15 minutos à temperatura ambiente, 
permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100 durante 10 min e 
depois bloqueadas com 5% de BSA durante 1 h. Em seguida, as 
amostras foram incubadas durante a noite a 4°C com anticorpo 
monoclonal anti-rato SERCA (1: 100; Abcam, Cambridge, EUA). 
Depois de serem lavados com PBS por três vezes, as amostras 
foram incubadas com IgG policlonal de cabra anti-rato (1: 400; 
Abcam, Cambridge, EUA) à temperatura ambiente no escuro 
durante 2 h. Para contra‑coloração nuclear, as amostras foram 
incubadas com 4', 6-diamidino-2-fenilidona (DAPI, Sigma, EUA) 
durante 5 min. Finalmente, as imagens de imunofluorescência 
foram obtidas por microscópio de fluorescência invertida 
(Olympus, Tóquio, Japão).

Análise estatística
Os dados foram descritos como a média ± DP de 

pelo menos três experimentos independentes analisados.  
As diferenças entre mais de dois grupos foram avaliadas através 
de ANOVA de 1 via (todos os dados atendiam a homogeneidade 
de variâncias e distribuição normal), e o método LSD foi usado 
para comparar a diferença estatística na análise pós‑hoc.  
Um valor de p  <  0,05 foi considerado estatisticamente 
significativo. Todas as análises estatísticas foram realizadas com 
SPSS para Windows versão 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).

Resultados

A melatonina promoveu ativação de ERK1 em 
cardiomiócitos contra H/R

Às 4 horas após a reoxigenação, investigamos o efeito da 
melatonina na fosforilação de ERK1 (p-ERK1) usando Western 
blot. O nível de expressão de p-ERK1 não mostrou diferença 
significativa entre o controle e o grupo H/R. A melatonina 
promoveu significativamente a expressão de p-ERK1 em 
cardiomiócitos a qual foi revertida por PD98059 (inibidor 
ERK1) (Figura 1).

A melatonina impede a apoptose induzida por H/R de 
cardiomiócitos via ERK1 in vitro

A apoptose das células H9C2 foi detectada às 4 h 
após a reoxigenação por coloração TUNEL. Os resultados 
demonstraram que H/R induzem apoptose de células H9C2 in 
vitro. O pré-tratamento com melatonina diminuiu a apoptose 
induzida por H/R de H9C2. Os resultados mostraram que a 
porcentagem de células apoptóticas foi obviamente maior no 
grupo H/R em comparação com o grupo controle, porém, 
que foi significativamente menor no grupo da melatonina do 
que o grupo H/R. PD98059 (Inibidor ERK1) reduziu o efeito 
da melatonina na prevenção da apoptose dos cardiomiócitos 
contra H/R (Figura 2).
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Figura 1 – A melatonina promoveu a ativação de ERK1 em células H9C2 contra H/R. As células H9C2 foram incubadas em condições normais ou em condições de 
H/R simuladas, em condições de H/R simuladas mais pré-tratamento com melatonina ou em condições de H/R simuladas mais pré-tratamento com melatonina e 
PD98059 (inibidor de ERK1). Os níveis de expressão de ERK1 fosforilado (p-ERK1) foram avaliados por Western Blot (A) e foram quantitativamente analisados (B). 
Todos os valores são apresentados como média ± DP. n = 3. SSp < 0,01 vs. grupo H/R; #p < 0,05 vs. grupo H/R + Mel. (Controle: grupo controle; H/R: grupo H/R, 
H/R + mel: grupo H/R + melatonina; H/R + mel + PD: H/R + melatonina + grupo PD98059)
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Figura 2 – A melatonina previne a apoptose das células H9C2 contra H/R via ERK1 in vitro. A apoptose foi avaliada por TUNEL de fluorescência. Imagens de coloração 
TUNEL representativas (A) e análise quantitativa em células H9C2 (B). bar = 50 μm. Todos os valores são apresentados como a média ± DP. n = 3. ** p <0,01 vs. 
grupo controle; Sp < 0,05 vs. grupo H/R; #p < 0,05 vs. grupo H/R + Mel. (Controle: grupo de controle; H/R: grupo H/R; H/R + mel: grupo H/R + melatonina; H/R + mel + 
PD: grupo H/R + melatonina + PD98059)
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A melatonina protege a organização de F-actina em 
células H9C2 contra H/R via ERK1

Investigamos a organização da F-actina em células 
H9C2 às 4h após a reoxigenação por coloração FITC de 
fluorescência de faloidina. Os cardiomiócitos de controle 
mostraram organização regular e bem definida da actina, 
enquanto os cardiomiócitos no grupo H/R apresentaram 
disposição de F-actina mais difusa e irregular. As diferenças 
podem ser visualizadas nos cardiomiócitos representativos. 
O pré‑tratamento da melatonina melhorou a organização 
da actina F em cardiomiócitos em comparação com o grupo 
H/R, mas o PD98059 danificou a associação de F-actina pela 
inibição do efeito da melatonina (Figura 3).

A melatonina reduz a sobrecarga de Ca2+ em 
cardiomiócitos contra H/R via ERK1

Às 4 horas após a reoxigenação, investigamos o efeito da 
melatonina sobre a sobrecarga de Ca2+ induzida por H/R em 
cardiomiócitos usando o corante fluorescente dependente de 
cálcio Fura-2. Os resultados mostraram que a fluorescência foi 
mais forte no grupo H/R do que no grupo controle, enquanto 
a fluorescência diminuiu no grupo da melatonina em 
comparação com o grupo H/R, o que indicou que H/R causou 
um aumento acentuado da concentração de Ca2+ citosólica e 
que o pré-tratamento de melatonina inibiu significativamente 
o aumento induzido por H/R da concentração de Ca2+ 
citosólica que foi reduzida por PD98059 (Figura 4).
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Figura 3 – A melatonina protege a organização da F-actina em células H9C2 contra H/R via ERK1 in vitro. Imagens representativas de microscopia confocal mostram 
células de H9C2 coradas com FITC-faloidina. Os resultados mostraram que a H/R simulada induziu disposição da actina mais difusa e irregular em comparação 
com o grupo controle. A melatonina preservou a organização de actina mais regular e bem definida e o PD98059 (inibidor ERK1) reduziu a proteção da melatonina. 
bar = 20 μm. (Controle: grupo de controle; H/R: grupo H/R; H/R + mel: grupo H/R + melatonina; H/R + mel + PD: grupo H/R + melatonina + PD98059)
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Figura 4 – A melatonina reduz a sobrecarga de Ca2+ em células H9C2 contra H/R via ERK1 in vitro. O conteúdo de Ca2+ foi avaliado utilizando Fura-2 / AM em células 
H9C2 incubadas em condições normais ou em condições de H / R simuladas, em condições de H / R simuladas, mais pré-tratamento com melatonina ou em condições 
simuladas de H/R mais pré-tratamento com melatonina e PD98059 (Inibidor de ERK1). A intensidade de fluorescência verde por Fura-2 foi obviamente mais forte no 
grupo H/R, e o pré-tratamento de melatonina reverteu a alteração que foi inibida pelo inibidor ERK1.bar = 30 μm. Todos os valores são apresentados como média ± DP. 
n = 3. ** p < 0,01 vs. grupo controle; sp < 0,05 vs. grupo H/R; #p < 0,05 vs. grupo H / R + Mel. (Controle: grupo de controle; H/R: grupo H/R; H/R + mel: grupo H/R + 
melatonina; H/R + mel + PD: grupo H/R + melatonina + PD98059)
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Melatonina modulou a expressão de IP3R e SERCA em 
cardiomiócitos contra H/R via ERK1

Às 4 horas após a reoxigenação, investigamos o efeito da 
melatonina na expressão de IP3R e SERCA em H9C2 por 
Western blot. Os resultados indicaram que H/R aumentam 
a expressão de IP3R e reduzem a expressão de SERCA, 
respectivamente. O pré-tratamento da melatonina inibiu a 
expressão de IP3R e induziu expressão de SERCA que foi 
revertida por PD98059. (Figura 5).

Melatonina modulou a expressão de IP3R e SERCA através 
da via ERK1 em corações de ratos reperfundidos

In vivo, investigamos o efeito da melatonina na expressão de 
IP3R e SERCA em corações de ratos reperfundidos. A expressão 

de IP3R foi maior no grupo I/R em comparação com o grupo 
controle, e a melatonina reverteu a mudança. Os resultados 
demonstraram que a expressão de SERCA foi menor no grupo 
I/R em comparação com o grupo controle, mas a expressão de 
SERCA foi maior no grupo da melatonina do que o grupo I/R. 
O pré-tratamento de PD98059 reduziu o efeito da melatonina 
na expressão de IP3R e SERCA em corações de rato contra  
I/R (Figura 6).

Discussão
A morte induzida por reperfusão de cardiomiócitos que 

eram viáveis no final do evento isquêmico é definida como 
lesão letal de reperfusão miocárdica (infarto de reperfusão).1,3,27 
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Figura 5 – Expressão de SERCA e IP3R modulada por melatonina em células H9C2 contra H/R via ERK1 in vitro. Os resultados indicaram que a melatonina inibiu a 
expressão de IP3R e promoveu a expressão de SERCA que foi reduzida por PD98059. As imagens de Western blot representativas (A) e a análise quantitativa (B-C) 
mostraram o efeito da melatonina na expressão de IP3R e SERCA através da via ERK1 em células H9C2 contra H / R.bar = 30 μm. ** p < 0,01 vs. grupo de controle; 
sp < 0,05 vs. grupo H/R; #p < 0,05 vs. grupo H/R + Mel. (Controle: grupo de controle; H/R: grupo H/R; H/R + mel: grupo H/R + melatonina; H/R + mel + PD: grupo H/R 
+ melatonina + PD98059)
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Figura 6 – Expressão modulada de melatonina de IP3R e SERCA através da via ERK1 em corações de ratos reperfundidos. No miocárdio reperfundido, a expressão de 
IP3R e SERCA foi avaliada por coloração com imunofluorescência (A) e análise quantitativa (B-C). Os resultados mostraram que a intensidade de fluorescência do IP3R 
aumentou no grupo I/R mais do que no grupo controle, mas foi menor no grupo da melatonina em comparação com o grupo I/R. Pelo contrário, a melatonina aumentou 
a expressão de SERCA no miocardio reperfundido. Ambos os efeitos da melatonina na expressão de IP3R e SERCA foram inibidos pelo PD98059 (inibidor ERK1). 
bar = 30 μm. Todos os valores são apresentados como média ± DP. n = 5. * p < 0,05 versus grupo controle; sp < 0,05 versus grupo I/R; #p < 0,05 vs. grupo I/R + Mel. 
(Controle: grupo de controle; I/R: grupo I/R; I/R + mel: grupo I/R + melatonina; I/R + mel + PD: grupo I/R + melatonina + PD98059).
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A existência de lesão letal de reperfusão miocárdica foi 
inferida em modelos experimentais de IM e em pacientes com 
STEMI  (1). Os principais fatores contributivos para a morte 
induzida por reperfusão de cardiomiócitos incluem estresse 

oxidativo, sobrecarga de cálcio, abertura de poros de transição 
de permeabilidade mitocondrial (mPTP) e hipercontractura.28,29 
A sobrecarga de Ca2+ é um dos principais atores desta lesão 
de reperfusão letal,30 o que resulta em parte do retículo sarco / 
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endoplasmático excessivo (RS/RE), liberação de Ca2+ e fluxo de 
Ca2+ através da membrana plasmática.31 Embora os receptores 
de rianodina (RyRs) sejam os principais canais cardíacos 
de liberação RS/RE Ca2+ envolvidos no acoplamento 
excitação‑contração e lesão isquemia-reperfusão,32,33 alguns 
estudos relataram um papel crescente dos receptores de 
inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3R) e os canais de liberação de 
Ca2+ na modulação do acoplamento excitação-contração e a 
morte celular.22,23 Gomez et al.,34 indicaram que a inibição do 
complexo de canais IP3R Ca2+ limitou a liberação RS/RE Ca2+ 
e reduziu a sobrecarga de Ca2+ citosólica e mitocondrial e 
inibiu a subsequente abertura de PTP. Enquanto isso, o SERCA 
cardíaco é uma bomba chave responsável pelo regulação do 
cálcio intracelular e a contratilidade em células cardíacas.  
A recaptação de cálcio prejudicada resultante da diminuição da 
expressão e atividade do SERCA é uma marca registrada de IC.20  
IP3R e SERCA têm confirmado desempenhar papéis importantes 
na manutenção da homeostase do cálcio intracelular  
em cardiomiócitos.20,22,23,35

A melatonina como um tipo de hormônio neuroendócrino 
é sintetizada principalmente pela glândula pineal.7,8 
Estudos prévios mostraram que a melatonina tem importantes 
efeitos protetores contra a lesão por isquemia e reperfusão 
miocárdica.9-14 A administração de melatonina mostrou 
contribuir para a reabilitação da função contrátil no coração 
isolado durante a reperfusão e reduzir a sensibilidade da 
abertura de mPTP a Ca2+.36

A melatonina também demonstrou desempenhar um 
papel nas mudanças adaptativas mitocondriais.37 A melatonina 
e seus metabólitos interagem eficientemente com várias 
espécies reativas de oxigênio e nitrogênio reativo e, além disso, 
suprarregulam as enzimas antioxidantes e infrarregulam as 
enzimas pró-oxidantes.9,15,16 Estudos prévios confirmaram que o 
pré-tratamento da melatonina atenuou a lesão por IR reduzindo 
o dano oxidativo e inibindo a abertura do mPTP. No entanto, a 
evidência sobre o efeito da melatonina e o mecanismo subjacente 
à sobrecarga de Ca2+ sob isquemia / reperfusão aguda é rara.

O presente estudo demonstrou que a melatonina realiza 
cardioproteção através da modulação de IP3R e SERCA para 
manter a homeostase de cálcio via ERK1 em cardiomiócitos. 
A via ERK1 demonstrou ter efeito anti-apoptótico durante 
o processo de lesão de reperfusão.24,25 Não está claro se 
a melatonina mantém a homeostase de cálcio através da 
modulação de IP3R e SERCA via ERK1.

No presente estudo, os resultados mostraram que a 
melatonina promove a fosforilação de ERK1 em cardiomiócitos 
contra H/R, e que o pré-tratamento de PD98059 (inibidor 
de ERK1) reduziu a fosforilação de ERK1. Os resultados in 
vitro indicaram que a melatonina previne a apoptose dos 
cardiomiócitos contra H/R. No entanto, a melatonina pode 
preservar a estrutura dos cardiomiócitos contra lesões de 
reperfusão. Além disso, a sobrecarga de cálcio induzida por H 
/ R é significativamente revertida pela melatonina. No entanto, 
o pré-tratamento de PD98059 inibiu o efeito da melatonina na 
apoptose, organização de actina F e na sobrecarga de cálcio 
em cardiomiócitos contra H/R. Para elucidar ainda mais o 
mecanismo subjacente do efeito protetor dos cardiomiócitos 

de melatonina contra H/R, observamos os efeitos da melatonina 
na expressão de IP3R e SERCA. Os resultados mostraram que a 
expressão de SERCA diminuiu no grupo H/R em comparação 
com o grupo controle, mas a melatonina promoveu a expressão 
de SERCA em cardiomiócitos. Ao contrário, H/R induz a 
expressão de IP3R, e a melatonina inibe a expressão de IP3R. 
O pré-tratamento de PD98059 reverteu o efeito da melatonina 
na expressão de IP3R e SERCA. In vivo, o nível de IP3R do 
miocárdio é reduzido e a expressão de SERCA é aumentada 
pelo pré-tratamento da melatonina, no entanto, o PD98059 
reverteu o efeito da melatonina na expressão de IP3R e SERCA. 
A melatonina na dose utilizada no estudo não mostrou efeitos 
colaterais evidentes em comparação com outros grupos.  
Os resultados in vivo confirmaram ainda a melatonina para 
regular a expressão de IP3R e SERCA através da via ERK1.  
A partir dos resultados acima, é razoável inferir que a 
melatonina poderia proteger os cardiomiócitos contra a lesão 
por reperfusão, afetando a expressão de IP3R e SERCA para 
inibir a sobrecarga de cálcio através da via ERK1.

Conclusão
A melatonina pode proteger os cardiomiócitos contra 

lesões de reperfusão através da modulação de IP3R e SERCA 
atenuando a sobrecarga de cálcio através da via ERK1. 
A homeostase de cálcio melhorada, seguida de função 
preservada e estrutura de cardiomiócitos, pode diminuir a 
apoptose dos cardiomiócitos e melhorar a função cardíaca. 
O presente estudo fornece mais evidências para o uso da 
melatonina para proteger a função cardíaca em pacientes 
com STEMI submetidos a terapia de reperfusão miocárdica.
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