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Efeitos Protetores Induzidos pela Melatonina nos Cardiomiocitos
Contra Lesoes de Reperfusao Parcialmente Através da Modulacao
Dde IP3R e SERCA por Meio da Ativacao de ERK1

Melatonin-Induced Protective Effects on Cardiomyocytes Against Reperfusion Injury Partly Through
Modulation of IP3R and SERCA2a Via Activation of ERK1

Shunying Hu, Pingjun Zhu, Hao Zhou, Ying Zhang, Yundai Chen
Chinese PLA Ceneral Hospital, Beijing — China

Resumo

Fundamento: A melatonina é um hormdnio neuroendécrino sintetizado principalmente pela glandula pineal que é
indicado para prevenir efetivamente a lesao de reperfusao miocardica. Nao esta claro se a melatonina protege a funcao
cardiaca da lesao de reperfusao através da modulacao da homeostase do calcio intracelular.

Objetivo: Demonstrar que a melatonina protege contra a lesao de reperfusao miocardica através da modulacao de IP3R
e SERCA para manter a homeostase de calcio por meio da ativacao de ERK1 em cardiomiécitos.

Métodos: Foram realizados experimentos in vitro usando células H9C2 submetidas a inducao de hipoxia / reoxigenacao
simulada (H/R). O nivel de expressao de ERK1, IP3R e SERCA foi avaliado por Western Blots. A apoptose de cardiomiécitos
foi detectada por TUNEL. A coloragao de faloidina foi utilizada para avaliar a alteracao da organizacao de filamentos de actina
dos cardiomidcitos. Fura-2 / AM foi utilizado para medir a concentracao intracelular de Ca**. Realizando experiéncias in vivo,
a expressao miocardica de IP3R e SERCA foi detectada por coloracao com imunofluorescéncia usando modelo de isquemia
miocardica / reperfusao (I/R) em ratos.

Resultados: resultados in vitro mostraram que a melatonina induz a ativacao de ERK1 em cardiomiécitos contra H/R
que foi inibida por PD98059 (inibidor de ERK1). Os resultados mostraram que a melatonina inibe a apoptose dos
cardiomidcitos e melhora a organizacao do filamento de actina em cardiomidcitos contra H/R, pois ambas poderiam
ser revertidas pela PD98059. A melatonina mostrou reduzir a sobrecarga de calcio, além de inibir a expressao de IP3R
e promover a expressao de SERCA através da via ERK1 em cardiomiécitos contra H/R. A melatonina induziu menor IP3R
e maior expressao de SERCA no miocdrdio que foram revertidas pela PD98059.

Conclusao: a cardioprotecao induzida pela melatonina contra lesao de reperfusao é pelo menos parcialmente através da
modulacdo de IP3R e SERCA para manter a homeostase de calcio intracelular via ativacao de ERK1. (Arq Bras Cardiol.
2018; 110(1):44-51)

Palavras-chave: Melatonina; Reperfusao Miocardica; Midcitos Cardiacos; Infarto do Miocardio; Insuficiéncia Cardiaca.

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 ERKT in cardiomyocytes.

Methods: In vitro experiments were performed using H9C2 cells undergoing simulative hypoxia/reoxygenation (H/R) induction. Expression level of ERK1,
IP3R and SERCAZ2a 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 JAM was used to measure intracellular Ca** 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 ERKT 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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Introducao

A lesao de isquemia-reperfusao miocdrdica geralmente ocorre
em pacientes com infarto agudo do miocérdio com elevagao
do segmento ST (STEMI), em quem a intervencao terapéutica
mais efetiva para reduzir a lesao isquémica do miocérdio agudo
e limitar o tamanho do infarto do miocdrdio (Ml) é a terapia
de reperfusao miocardica efetiva e feita em tempo oportuno.’
No entanto, o processo de reperfusao miocardica pode induzir
mais lesao de reperfusao miocardica.™ A lesdo de reperfusao
miocardica diminui o beneficio da terapia de reperfusao e traz
para os pacientes maior tamanho de IM, insuficiéncia cardiaca
mais grave e pior progndstico. A restauragao da circulagao cardiaca
é acompanhada de danos e morte celulares (lesao de reperfusao
letal), arritmias de reperfusdo, atordoamento miocardico e
fendmeno de nao refluxo. A lesao de reperfusao letal (morte de
cardiomiécitos induzida por reperfusao) é um alvo terapéutico
chave com significativo impacto antecipado no prognéstico do
paciente."® A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) é um
hormoénio neuroendécrino, que € sintetizado principalmente
pela glandula pineal.”® A melatonina apresenta efeitos protetores
profundos contra a lesao por isquemia-reperfusdo no miocardio
através de agoes antioxidantes.”'® A sobrecarga de Ca** é o
estimulador primario da lesdo por isquemia / reperfusao e
induz a apoptose dos cardiomiécitos na condicao de isquemia
/ reperfusdo. Nao esta claro se a melatonina protege a fungao
cardfaca da lesao de reperfusao através da modulagao da
homeostase de célcio intracelular. Yeungetal.," sugeriram que a
melatonina é cardioprotectora contra a lesao miocardica induzida
por hipéxia crénica porque melhora a regulacao do célcio no
reticulo sarcoplasmatico (RS) dos cardiomidcitos através de um
mecanismo antioxidante.

No entanto, a evidéncia sobre o efeito da melatonina e o
mecanismo subjacente a sobrecarga de Ca** sob isquemia /
reperfusdo aguda € rara. Os receptores cardiacos do inositol
1,4,5-trifosfato cardiaco (IP3R) e a ATPase do Ca** do reticulo
sarcoplasmético (SERCA) sao mediadores importantes para a
regulacao intracelular do célcio, a contratilidade e morte em
células cardfacas.?** Portanto, no presente estudo, colocamos
a hipétese de que a melatonina tem efeitos protetores nos
cardiomidcitos contra lesdes de reperfusio modulando os
IP3R e SERCA para manter a homeostase do calcio intracelular.
A isquemia-reperfusdo mostrou ativar as cascatas de sinalizagao
anti-apoptoticas da quinase de sobrevivéncia, incluindo as
quinases reguladas por sinal extracelular p42/p44 (ERK 1/2)
que foram envolvidas na sobrevivéncia celular.?** Nao esta
claro se 0 ERK1 tem um papel importante durante a modulacao
da melatonina na homeostase de célcio nos cardiomidcitos.
O presente estudo teve como objetivo elucidar se a melatonina
protege os cardiomidcitos contra lesoes de reperfusdo através
da modulacao de IP3R e SERCA para reduzir a sobrecarga de
célcio através da via ERK1.

Métodos

Declaracao de ética

O presente estudo foi realizado de acordo com as
diretrizes do Comité de Etica do Hospital Geral do Exército
de Libertagao do Povo Chinés, Pequim, China.
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Cultura das células H9C2

As células HIC2 (derivadas do cardiomioblasto embrionario
de ratos) foram obtidas da Academia Chinesa de Ciéncias
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).

Inducao de lesdo H/R in vitro e melatonina ou mais com
tratamento PD98059

As condigbes hipéxicas foram produzidas usando
solugdo fresca de Hanks com 95% de N, e 5% de CO,.
O pH foi ajustado para 6,8 com lactato para imitar condigbes
isquémicas. Os pratos foram colocados em uma incubadora
hipdxica (Invivo2-400, Ruskinn) que foi equilibrada com 95%
de N, e 5% de CO, e a concentragao real de oxigénio foi zero.
Os niveis ambientais de O, na incubadora de hip6xia foram
monitorados por um analisador de O, (série-2000, Alpha
Omega Instruments). Apds o tratamento hipdxico, o meio de
cultura foi rapidamente substituido por DMEM fresco com
1% de FBS para iniciar a reoxigenagao. O procedimento de
hipoxia / reoxigenagao foi alcancado por 4 h de tratamento
de hipéxia (andéxia) e 4 h de tratamento de reoxigenacao.
Para o tratamento com melatonina, as células cultivadas foram
pré-incubadas com melatonina (5 uM) 12 h antes da hipéxia
ou mais com PD98059 com concentragdo de 10 uM antes
do tratamento com melatonina. A dose de melatonina foi
escolhida de acordo com estudos prévios.'2¢

Ensaio TUNEL in vitro de apoptose de cardiomidcitos por
microscopia confocal

A apoptose das células H9C2 foi examinada pelo
ensaio TUNEL. Os cardiomidcitos cultivados foram fixados
com 4% de paraformaldeido (PFA) (Millipore, EUA) e
permeabilizados com 1% de Triton X-100 (Sigma Aldrich,
EUA) em solucdo 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 Fragmentagdo de ADN in
situ Apo-BrdU (BioVision, EUA) durante 1 hora, seguido por
incubacgao das placas tratadas com 5 ul de anticorpo anti-
BrdUFITC. Foram realizados 15 minutos de imunocoloracao
DAPI para identificar os ntcleos dos cardiomidcitos.
Enseguida, as imagens foram tomadas em um microscépio
confocal de leitura laser Leica TCS-SP2 AOBS invertido
(Leica, Alemanha). A apoptose foi quantificada como a
porcentagem de cardiomidcitos cultivados.

Estudo de F-actina com faloidina fluorescente e
microscopia confocal

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

Deteccéo da concentracao intracelular de Ca?*

O Ca’* intracelular foi medido usando o corante fluorescente
dependente de calcio Fura-2 de acordo com as instrugdes do
fabricante. As culturas de H9C2 foram transferidas para 1 mL
de DMEM fresco contendo 5 ul de Fura-2-acetoxi-metiléster
(AM; 10 uM; Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e incubadas
em uma incubadora de CO, a 37° C durante 1 h. As células
carregadas com Fura-2 foram entdo colocadas na platina de
um microscépio confocal (Olympus) e visualizadas usando uma
objetiva de imersao em éleo de 60 x.

Western blots

Apbs os tratamentos apropriados, as células cultivadas
foram lisadas com tampao de lise RIPA (Beyotime, China)
durante 30 min e centrifugadas a 14 000 xg durante 30 min.
Quantidades iguais de proteina foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida de dodecil sulfato de
sodio ao 10% e transferidas para uma membrana de difluoreto
de polivinilideno (Millipore). Apés ter sido bloqueada com
5% de leite em solugao salina tamponada com tris contendo
0,05% de Tween20 (TBST) a temperatura ambiente durante
1 h, a membrana foi incubada a 4°C durante a noite com
os seguintes anticorpos primarios: t-ERK1 (1: 2000, Abcam),
p-ERKT (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 secundario apropriado a
37°C durante 60 min, as blots foram visualizadas com um
reagente de quimioluminiscéncia melhorada (ECL).

Modelo de isquemia / reperfusdo miocardica (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
Comité Institucional de Cuidados e Uso Animal do Hospital
Geral do PLA chinés. 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 sédico (50 mg/kg). Os animais foram
entdo incubados e ventilados por um respirador regulado
por volume durante a cirurgia. Apés uma toracotomia lateral
esquerda e pericardectomia, a artéria coronaria esquerda foi
identificada e ligada suavemente com uma sutura de Prolene
6.0. O IAM bem-sucedido foi confirmado pela elevagao tipica
do segmento ST na eletrocardiografia. A isquemia miocérdica
durou 30 minutos e a reperfusao 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 injegdo intraperitoneal
em uma dose de 5 mg/kg 4 horas antes do tratamento com
melatonina. No final do periodo de reperfusao, os coragdes
foram excisados para a preparagao de segbes (4 um de

espessura) para detectar a expressao de SERCA e IP3R por
coloracdo de imunofluorescéncia.

Deteccao de expressao do miocardio SERCA e IP3R por
imunofluorescéncia

Depois de serem tratadas como foi mencionado acima,
as secgdes do coracao foram fixadas com paraformaldeido
a 4% em PBS durante 15 minutos a 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 trés vezes, as amostras
foram incubadas com IgG policlonal de cabra anti-rato (1: 400;
Abcam, Cambridge, EUA) a temperatura ambiente no escuro
durante 2 h. Para contra-coloracao nuclear, as amostras foram
incubadas com 4', 6-diamidino-2-fenilidona (DAPI, Sigma, EUA)
durante 5 min. Finalmente, as imagens de imunofluorescéncia
foram obtidas por microscépio de fluorescéncia invertida
(Olympus, Téquio, Japao).

Analise estatistica

Os dados foram descritos como a média = DP de
pelo menos trés experimentos independentes analisados.
As diferencgas entre mais de dois grupos foram avaliadas através
de ANOVA de 1 via (todos os dados atendiam a homogeneidade
de variancias e distribuicdo normal), e o método LSD foi usado
para comparar a diferenga estatistica na andlise pés-hoc.
Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com
SPSS para Windows versao 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).

Resultados

A melatonina promoveu ativacdo de ERK1 em
cardiomiacitos contra H/R

As 4 horas ap6s a reoxigenacao, investigamos o efeito da
melatonina na fosforilagdo de ERK1 (p-ERK1) usando Western
blot. O nivel de expressao de p-ERK1 nao mostrou diferenga
significativa entre o controle e o grupo H/R. A melatonina
promoveu significativamente a expressao de p-ERK1 em
cardiomidcitos a qual foi revertida por PD98059 (inibidor
ERKT) (Figura 1).

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

A apoptose das células H9C2 foi detectada as 4 h
apés a reoxigenacao por coloragao TUNEL. Os resultados
demonstraram que H/R induzem apoptose de células HIC2 in
vitro. O pré-tratamento com melatonina diminuiu a apoptose
induzida por H/R de H9C2. Os resultados mostraram que a
porcentagem de células apoptéticas foi obviamente maior no
grupo H/R em comparagdo com o grupo controle, porém,
que foi significativamente menor no grupo da melatonina do
que o grupo H/R. PD98059 (Inibidor ERKT) reduziu o efeito
da melatonina na prevengao da apoptose dos cardiomidcitos
contra H/R (Figura 2).

Arq Bras Cardiol. 2018; 110(1):44-51
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Figura 1 - A melatonina promoveu a ativagdo de ERK1 em células H9C2 contra H/R. As células HIC2 foram incubadas em condigbes normais ou em condigbes de
H/R simuladas, em condigdes de H/R simuladas mais pré-tratamento com melatonina ou em condig¢es de H/R simuladas mais pré-tratamento com melatonina e
PD98059 (inibidor de ERK1). Os niveis de expressao de ERK1 fosforilado (p-ERK1) foram avaliados por Western Blot (A) e foram quantitativamente analisados (B).
Todos os valores séo apresentados como média + DP. n = 3. S5p < 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 HIC2 contra H/R via ERK1 in vitro. A apoptose foi avaliada por TUNEL de fluorescéncia. Imagens de coloragédo
TUNEL representativas (A) e andlise quantitativa em células HIC2 (B). bar = 50 um. Todos os valores sdo 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)

A melatonina protege a organizacao de F-actina em
células H9C2 contra H/R via ERK1

Investigamos a organizacao da F-actina em células
HIC2 as 4h apds a reoxigenacao por coloragdo FITC de
fluorescéncia de faloidina. Os cardiomiécitos de controle
mostraram organizagao regular e bem definida da actina,
enquanto os cardiomidcitos no grupo H/R apresentaram
disposicao de F-actina mais difusa e irregular. As diferengas
podem ser visualizadas nos cardiomidcitos representativos.
O pré-tratamento da melatonina melhorou a organizacao
da actina F em cardiomiécitos em comparagao com o grupo
H/R, mas o PD98059 danificou a associacao de F-actina pela
inibicdo do efeito da melatonina (Figura 3).

Arq Bras Cardiol. 2018; 110(1):44-51

A melatonina reduz a sobrecarga de Ca** em
cardiomiocitos contra H/R via ERK1

As 4 horas ap6s a reoxigenacdo, investigamos o efeito da
melatonina sobre a sobrecarga de Ca** induzida por H/R em
cardiomiécitos usando o corante fluorescente dependente de
célcio Fura-2. Os resultados mostraram que a fluorescéncia foi
mais forte no grupo H/R do que no grupo controle, enquanto
a fluorescéncia diminuiu no grupo da melatonina em
comparagao com o grupo H/R, o que indicou que H/R causou
um aumento acentuado da concentragao de Ca?* citosélica e
que o pré-tratamento de melatonina inibiu significativamente
o aumento induzido por H/R da concentracao de Ca?*
citosolica que foi reduzida por PD98059 (Figura 4).
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Figura 3 — A melatonina protege a organizagéo da F-actina em células HIC2 contra H/R via ERK1 in vitro. Imagens representativas de microscopia confocal mostram
células de HIC2 coradas com FITC-faloidina. Os resultados mostraram que a H/R simulada induziu disposicdo da actina mais difusa e irreqular em comparagao
com o grupo controle. A melatonina preservou a organizagéo de actina mais regular e bem definida e o PD98059 (inibidor ERK1) reduziu a protegéo da melatonina.
bar = 20 um. (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 Ca* em células HIC2 contra H/R via ERK1 in vitro. O contelido de Ca* foi avaliado utilizando Fura-2 /AM em células
HIC2 incubadas em condigbes normais ou em condigbes de H/ R simuladas, em condi¢bes de H/ R simuladas, mais pré-tratamento com melatonina ou em condigbes
simuladas de H/R mais pré-tratamento com melatonina e PD98059 (Inibidor de ERKT). A intensidade de fluorescéncia verde por Fura-2 foi obviamente mais forte no
grupo H/R, e o pré-tratamento de melatonina reverteu a alteragéo que foi inibida pelo inibidor ERK1.bar = 30 um. Todos os valores séo apresentados como média + DP.
n=23 *p<0,01vs. grupo controle; p < 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)

Melatonina modulou a expressao de IP3R e SERCA em
cardiomiocitos contra H/R via ERK1

As 4 horas ap6s a reoxigenacao, investigamos o efeito da
melatonina na expressao de IP3R e SERCA em HI9C2 por
Western blot. Os resultados indicaram que H/R aumentam
a expressao de IP3R e reduzem a expressdao de SERCA,
respectivamente. O pré-tratamento da melatonina inibiu a
expressao de IP3R e induziu expressao de SERCA que foi
revertida por PD98059. (Figura 5).

Melatonina modulou a expressao de IP3R e SERCA através
da via ERK1 em coracoes de ratos reperfundidos

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

de IP3R foi maior no grupo I/R em comparagado com o grupo
controle, e a melatonina reverteu a mudanca. Os resultados
demonstraram que a expressao de SERCA foi menor no grupo
I/R em comparagao com o grupo controle, mas a expressao 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 expressao de IP3R e SERCA em coragdes de rato contra
I/R (Figura 6).

Discussao

A morte induzida por reperfusao de cardiomiécitos que
eram viaveis no final do evento isquémico é definida como
lesdo letal de reperfusao miocardica (infarto de reperfusao).'**

Arq Bras Cardiol. 2018; 110(1):44-51
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Figura 5 — Expressao de SERCA e IP3R modulada por melatonina em células HIC2 contra H/R via ERK1 in vitro. Os resultados indicaram que a melatonina inibiu a
expressao de IP3R e promoveu a expresséo de SERCA que foi reduzida por PD98059. As imagens de Western blot representativas (A) e a analise quantitativa (B-C)
mostraram o efeito da melatonina na expresséo de IP3R e SERCA através da via ERK1 em células HIC2 contra H/ R.bar = 30 um. ** 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 — Expressdo modulada de melatonina de IP3R e SERCA através da via

ERK1 em coragbes de ratos reperfundidos. No miocardio reperfundido, a expresséo de

IP3R e SERCA foi avaliada por coloragdo com imunofluorescéncia (A) e anélise quantitativa (B-C). Os resultados mostraram que a intensidade de fluorescéncia do IP3R
aumentou no grupo I/R mais do que no grupo controle, mas foi menor no grupo da melatonina em comparagéo com o grupo I/R. Pelo contrério, a melatonina aumentou
a expressdo de SERCA no miocardio reperfundido. Ambos os efeitos da melatonina na expresséo de IP3R e SERCA foram inibidos pelo PD98059 (inibidor ERK1).
bar = 30 um. Todos os valores sdo apresentados como média = DP. n = 5. * p < 0,05 versus grupo controle; *p < 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).

A existéncia de lesdo letal de reperfusao miocdrdica foi
inferida em modelos experimentais de IM e em pacientes com
STEMI (1). Os principais fatores contributivos para a morte
induzida por reperfusdao de cardiomidcitos incluem estresse
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oxidativo, sobrecarga de calcio, abertura de poros de transicao
de permeabilidade mitocondrial (mPTP) e hipercontractura.®*
A sobrecarga de Ca?* é um dos principais atores desta lesao
de reperfusao letal,** o que resulta em parte do reticulo sarco /
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endoplasmatico excessivo (RS/RE), liberagao de Ca** e fluxo de
Ca’* através da membrana plasmética.’ Embora os receptores
de rianodina (RyRs) sejam os principais canais cardiacos
de liberagao RS/RE Ca?* envolvidos no acoplamento
excitagdo-contragao e lesdo isquemia-reperfusao,**** alguns
estudos relataram um papel crescente dos receptores de
inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3R) e os canais de liberacdo de
Ca’* na modulagao do acoplamento excitagao-contragao e a
morte celular.?*?* Gomez et al.,** indicaram que a inibigdo do
complexo de canais IP3R Ca** limitou a liberagao RS/RE Ca**
e reduziu a sobrecarga de Ca’* citosdlica e mitocondrial e
inibiu a subsequente abertura de PTP. Enquanto isso, o0 SERCA
cardiaco é uma bomba chave responsével pelo regulacao do
célcio intracelular e a contratilidade em células cardiacas.
A recaptacao de célcio prejudicada resultante da diminuigao da
expressdo e atividade do SERCA é uma marca registrada de IC.%°
IP3R e SERCA tém confirmado desempenhar papéis importantes
na manutencao da homeostase do célcio intracelular
em cardiomidcitos.?0222335

A melatonina como um tipo de horménio neuroendécrino
é sintetizada principalmente pela glandula pineal.”?
Estudos prévios mostraram que a melatonina tem importantes
efeitos protetores contra a lesdo por isquemia e reperfusao
miocérdica.”™ A administracao de melatonina mostrou
contribuir para a reabilitagdo da fungao contratil no coragao
isolado durante a reperfusdo e reduzir a sensibilidade da
abertura de mPTP a Ca?*.3¢

A melatonina também demonstrou desempenhar um
papel nas mudangas adaptativas mitocondriais.” A melatonina
e seus metabdlitos interagem eficientemente com vdrias
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio reativo e, além disso,
suprarregulam as enzimas antioxidantes e infrarregulam as
enzimas pré-oxidantes.®'*'® Estudos prévios confirmaram que o
pré-tratamento da melatonina atenuou a lesao por IR reduzindo
o dano oxidativo e inibindo a abertura do mPTP. No entanto, a
evidéncia sobre o efeito da melatonina e o mecanismo subjacente
a sobrecarga de Ca** sob isquemia / reperfusao aguda € rara.

O presente estudo demonstrou que a melatonina realiza
cardioprotecao através da modulagao de IP3R e SERCA para
manter a homeostase de célcio via ERKT em cardiomiécitos.
A via ERK1 demonstrou ter efeito anti-apoptético durante
o processo de lesdo de reperfusdo.?* Nao esta claro se
a melatonina mantém a homeostase de calcio através da
modulacdo de IP3R e SERCA via ERKT.

No presente estudo, os resultados mostraram que a
melatonina promove a fosforilagao de ERK1 em cardiomiécitos
contra H/R, e que o pré-tratamento de PD98059 (inibidor
de ERKT) reduziu a fosforilacio de ERK1. Os resultados in
vitro indicaram que a melatonina previne a apoptose dos
cardiomidcitos contra H/R. No entanto, a melatonina pode
preservar a estrutura dos cardiomiécitos contra lesdes de
reperfusdo. Além disso, a sobrecarga de calcio induzida por H
/ R é significativamente revertida pela melatonina. No entanto,
o pré-tratamento de PD98059 inibiu o efeito da melatonina na
apoptose, organizacao de actina F e na sobrecarga de célcio
em cardiomidcitos contra H/R. Para elucidar ainda mais o
mecanismo subjacente do efeito protetor dos cardiomiécitos

de melatonina contra H/R, observamos os efeitos da melatonina
na expressao de IP3R e SERCA. Os resultados mostraram que a
expressao de SERCA diminuiu no grupo H/R em comparagao
com o grupo controle, mas a melatonina promoveu a expressao
de SERCA em cardiomidécitos. Ao contrario, H/R induz a
expressao de IP3R, e a melatonina inibe a expressao de IP3R.
O pré-tratamento de PD98059 reverteu o efeito da melatonina
na expressao de IP3R e SERCA. In vivo, o nivel de IP3R do
miocardio é reduzido e a expressao de SERCA é aumentada
pelo pré-tratamento da melatonina, no entanto, o PD98059
reverteu o efeito da melatonina na expressao de IP3R e SERCA.
A melatonina na dose utilizada no estudo ndo mostrou efeitos
colaterais evidentes em comparagdo com outros grupos.
Os resultados in vivo confirmaram ainda a melatonina para
regular a expressao de IP3R e SERCA através da via ERK1.
A partir dos resultados acima, é razoavel inferir que a
melatonina poderia proteger os cardiomidcitos contra a lesao
por reperfusdo, afetando a expressao de IP3R e SERCA para
inibir a sobrecarga de calcio através da via ERK1.

Conclusao

A melatonina pode proteger os cardiomiécitos contra
lesoes de reperfusao através da modulacao de IP3R e SERCA
atenuando a sobrecarga de célcio através da via ERKT.
A homeostase de célcio melhorada, seguida de fungao
preservada e estrutura de cardiomidcitos, pode diminuir a
apoptose dos cardiomidcitos e melhorar a fungao cardiaca.
O presente estudo fornece mais evidéncias para o uso da
melatonina para proteger a fungdo cardiaca em pacientes
com STEMI submetidos a terapia de reperfusao miocdrdica.
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