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RESUMO 

A associação entre lesões no bulbo olfatório (BO) com a presença de distúrbios 
olfatórios e depressivos é observada na doença de Parkinson (DP). No 
contexto da DP, é relatado o efeito antidepressivo da melatonina e de seus 
análogos, além disso, sugere-se o envolvimento do sistema melatonérgico na 
depressão associada à DP. Entretanto, até o presente momento não existem 
relatos do envolvimento dos receptores melatonérgicos expressos no BO com 
a depressão e prejuízo olfatório na DP. O objetivo do presente trabalho foi 
investigar através da modulação farmacológica (agonistas e antagonista 
melatonérgicos) o envolvimento dos receptores de melatonina expressos no 
BO no comportamento tipo-depressivo e na discriminação olfatória. Esse 
contexto foi avaliado em um modelo de DP induzido pela 6-OHDA intranigral 
em ratos, aos 7 e 14 dias após a lesão com a neurotoxina. As administrações, 
na camada glomerular do BO (glBO), de melatonina (agonista MT1 e MT2, 1 
μg/μl), luzindole (antagonista não seletivo, 5 μg/μl) e 4-P-DOT  (agonista parcial 
MT2, 5 μg/μl) reverteram o efeito tipo-depressivo induzido pela 6-OHDA aos 7 e  
dias. Porém, aos 14 dias apenas a melatonina e o 4-P-DOT apresentaram 
efeito tipo-antidepressivo. O agonista MT2 seletivo IIK7(10 μg/μl) apresentou 
efeito tipo-depressivo nos animais sham, e não alterou o efeito induzido pela 6-
OHDA. A administração sequencial de luzindole+melatonina (5 μg/μl; 1μg/μl) 
aos 7 dias reverteu o efeito tipo-depressivo da 6-OHDA, mas aos 14 dias esse 
efeito foi perdido. Os efeitos tipo-antidepressivos da administração sequencial 
de 4-P-PDOT+melatonina (5 μg/μl; 1μg/μl) foram observados aos 7 e 14 dias 
após a lesão. Na avaliação da discriminação olfatória, as modulações dos 
receptores do BO, pela melatonina, IIK7, 4-P-DOT e 4-P-PDOT+melatonina, 
reverteram o prejuízo olfatório induzido pela 6-OHDA. Aos 14 dias foi 
observado o retorno da função olfatória dos animais lesionados, porém as 
infusões de luzindole ou luzindole+melatonina prejudicaram a olfação desse 
grupo 6-OHDA. Na quantificação de RNAm para MT1, houve aumento na 
expressão aos 14 dias em relação a 7 dias nos animais 6-OHDA, enquanto que 
no grupo 6-OHDA 4-P-PDOT aos 7 dias ocorreu a redução da expressão de 
RNAm para MT1 em relação ao respectivo grupo sham.  A presença de 
receptores melatonérgicos foi confirmada pelo ensaio de [35S]GTPγS, 
evidenciando que a ativação de receptores melatonérgicos expressos no BO 
atua por proteínas Gi. A imunofluorescência confirmou esses dados, 
demonstrando a presença de receptores MT1 e MT2 na camada glBO. Desta 
forma, esses resultados demonstram que os receptores de melatonina da 
camada glBO apresentam envolvimento no comportamento tipo-depressivo e 
na função olfatória em um  modelo de DP induzido pela 6-OHDA.   
 
Palavras-chave: Melatonina; bulbo olfatório; doença de Parkinson; depressão; 
distúrbios olfatórios. 
 
 
 
 
 
 
 



 
ABSTRACT 

The linkage between lesions in the olfactory bulb (OB) with the presence of 
olfactory and depressive disorders is observed in Parkinson’s disease (PD). In 
the context of PD, the antidepressant effect of melatonin and its analogs are 
reported; in addition, is suggested the involvement of the melatonergic system 
in depression associated with PD. However, to date there are no reports of the 
involvement of melatonergic receptors expressed in the OB with depression and 
olfactory impairment in PD. The aim of the present study was to investigate the 
involvement of melatonin receptors expressed in the OB in the depressive 
behavior and olfactory discrimination through pharmacological modulation 
(melatonergic agonists and antagonists). This context was evaluated in an 
intranigral 6-OHDA-induced PD model in rats, at 7 and 14 days post-neurotoxin 
injury. The infusion within the glomerular layer of OB (glOB), melatonin (MT1 
and MT2 agonist, 1 μg/μl), luzindole (non-selective antagonist, 5 μg/μl) and 4-P-
DOT (MT2 partial agonist, 5 μg/μl) reversed the depressive-like behavior elicited 
by 6-OHDA, at 7 days post-lesion. However, 14 days after the lesion only 
melatonin and 4-P-PDOT induced antidepressant-like effects. The selective 
MT2 agonist  IIK7 (10 μg/μl) had a depressive-like effect in sham group, while in  
6-OHDA animals the drug did not changed the behavior. The sequential 
administration of luzindole+melatonina (5 μg/μl, 1 μg/μl) reversed the 
depressant-like effect of 6-OHDA at 7 days post-lesion, but at 14 days this 
effect was gone. The sequential administration of 4-P-PDOT+melatonin (5 
μg/μl, 1 μg/μl) elicited antidepressant-like effects, observed at 7 and 14 days 
post 6-OHDA-injury. In the evaluation of olfactory discrimination, the modulation 
of melatonergic OB receptors by melatonin, IIK7, 4-P-DOT and 4-P-
PDOT+melatonin reversed the olfactory impairment induced by 6-OHDA. At 14 
days post-lesion, 6-OHDA animals did not present detectable olfactory 
impairments, but the infusions of luzindole or luzindole+melatonin impaired the 
olfaction of this 6-OHDA group. Regarding the quantification of mRNA for MT1 
receptors, there was an increase in expression at 14 days in relation to 7 days 
in 6-OHDA animals. In the 6-OHDA 4-P-PDOT group, at 7 days, the mRNA 
expression was reduced for MT1 compared to its respective sham group. The 
presence of melatonergic receptors was confirmed by the [35S]GTPγS assay, 
evidencing that the activation of melatonergic receptors expressed in OB acts 
by Gi proteins. Immunofluorescence confirmed these data, demonstrating the 
presence of MT1 and MT2 receptors in the glOB. Thus, our results demonstrated 
that melatonin receptors of the glBO are involved in the depressive-like 
behavior and in the olfactory function in a PD model induced by 6-OHDA. 

 
Key-words: Melatonin; olfactory bulb; Parkinson’s disease; depression; 
olfactory disturbances. 
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1. INTRODUÇÃO 

A doença de Parkinson (DP) é a segunda doença neurodegenerativa 

crônica e progressiva mais prevalente entre a população idosa (>65 anos), e é 

conhecida pelas alterações motoras que os pacientes apresentam. Entre os 

fatores de risco para a DP a idade possui um papel fundamental (Phillipson, 

2014). Considerando as projeções de envelhecimento da população mundial 

estima-se que em 2030 haja quase nove milhões de casos da DP (Dorsey et 

al., 2007). A prevalência (número atual de pacientes) da DP no Brasil é de 

3,3% em pacientes acima de 65 anos, sendo semelhante a valores reportados 

em outras populações (Barbosa et al., 2006).  

 Com o crescente envelhecimento da população, número de pacientes 

com a DP também só tende a aumentar, assim, é de se esperar que os gastos 

(públicos e privados) com os serviços de saúde cresçam ao longo dos anos. De 

fato, entre 12 grupos de doenças neurológicas mais prevalentes, a DP é a 

quarta maior geradora de gastos por indivíduo na Europa (Gustavsson et al., 

2011). No Brasil, Bovolenta e colaboradores (2017) reportaram haver um custo 

anual de R$18.141,64, por paciente, sendo destes 53,4% custos diretos, 

serviços médicos e não médicos (adaptações para a casa, equipamentos para 

facilitar a locomoção, como andadores e cadeira de rodas) e 46,6% custos 

indiretos (aposentadoria).  

 

1.1. Fisiopatologia da doença de Parkinson 

A DP é caracterizada por uma degeneração dos neurônios 

dopaminérgicos da substância negra parte compacta (SNpc), evidenciada 

macroscopicamente por uma despigmentação na porção ventrolateral desta 

estrutura (Lang & Loranzo, 1998). As características fisiopatológicas são 

referentes à redução da aferência dopaminérgica para o estriado dorsal 

(caudado/putâmen) levando a uma redução na neurotransmissão 

dopaminérgica, caracterizada por uma menor capacidade de liberação de 

dopamina (DA), bem como redução dos níveis estriatais de seus principais 

metabólitos como o ácido homovanílico (HVA) e ácido 3,4-dihidroxifenilacético 
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(DOPAC) (Bartels & Leenders, 2009; Bonnet & Houeto, 1999). Outra 

característica fisiopatológica importante é a presença de inclusões 

intracitoplasmáticas neuronais de caráter eosinofílico, organizadas em um 

núcleo denso de hialina e circundadas por um halo claro, medindo 

aproximadamente 15 μm de diâmetro denominadas corpúsculos de Lewy. 

Essas inclusões são constituídas por vários agregados proteicos contendo -

sinucleína, ubiquitina, parkina e neurofilamentos (Bartels & Leenders, 2009). 

Entretanto, o acúmulo de -sinucleína e a formação dos corpúsculos de Lewy 

não são achados exclusivos da DP, sendo encontrados em outras doenças 

neurodegenerativas como a doença de Alzheimer. O mecanismo de formação 

dos corpúsculos de Lewy, a importância na patogênese da DP e a função no 

processo neurodegenerativo ainda não são completamente conhecidos. 

Entretanto a presença de corpúsculos de Lewy na SNpc é utilizado como um 

marcador fisiopatológico no diagnóstico post mortem da DP, juntamente com a 

neurodegeneração nigroestriatal (S. Sharma et al., 2013). 

A presença de agregados de α-sinucleína no encéfalo de pacientes com 

DP não é exclusiva na SNpc, assim como não é constante durante a evolução 

da doença. Com base na distribuição de α-sinucleína (corpúsculos de Lewy), 

foi proposto por Braak e colaboradores (2003), Figura 1, o estagiamento 

topográfico e cronológico da DP (estágios 1-6). De acordo com os autores, a 

deposição desses agregados proteicos tem início na medula oblongata e no 

BO (estágio 1). Nesse estágio inicial os pacientes apresentam distúrbios 

olfatórios e gastrintestinais. No estágio 2 da DP, a presença de α-sinucleína no 

locus coeruleus, núcleo da rafe e na formação reticular está relacionada com o 

aparecimento de depressão e  distúrbios de sono nos indivíduos. Com a 

evolução da DP, no estágio 3, os agregados proteicos são encontrados na 

SNpc, amígdala e núcleo pedunculopontino. Nesse estágio os pacientes 

começam a apresentam os distúrbios motores clássicos, tremor em repouso, 

bradicinesia e rigidez muscular. No estágio 4, a presença de agregados de α-

sinucleína no núcleo talâmico contribui para o declínio cognitivo e emocional  

dos pacientes. Nos dois últimos estágios da doença, 5 e 6, áreas corticais já 

estão afetadas pela presença de α-sinucleína.  
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1.2. Distúrbios motores da doença de Parkinson 

A DP é caracterizada pela presença de três sinais motores, conhecidos 

como cardinais da doença, sendo eles: rigidez muscular; tremor em repouso; e 

bradicinesia (Bartels & Leenders, 2009).  A rigidez é o sinal dominante na 

maioria dos pacientes, e caracteriza-se como o mais incapacitante. Em 70% 

dos pacientes o primeiro sinal da doença é o tremor em repouso, e se refere ao 

aumento da resistência a movimentos passivos dos membros, ocorrendo no 

repouso e diminui com os movimentos voluntários (Samii, Nutt, & Ransom, 

Figura 1. Sistema de estagiamento de Braak para a DP. No esquema está 
demonstrada a distribuição topográfica de corpúsculos de Lewy no encéfalo de acordo 
com a fase da DP e os distúrbios pré-motores e motores presentes. A deposição de 
agregados de α-sinucleína iniciaria no BO e na medula oblongata (estágios 1 e 2), com 
posterior infiltração no mesencéfalo (Estágios 3 e 4) com o aparecimento dos distúrbios 
motores e de sono, e nos estágios finais da doença (Estágios 5 e 6)  os agregados 
proteicos estão localizados em estruturas corticais, e ocorre a presença de distúrbios 
cognitivos nos pacientes. LC: locus coeruleus, RF: formação reticular, PPT: núcleo 
pedúnculo pontinho tegmental. O sombreamento em vermelho da imagem representa o 
padrão topográfico da doença.  

Estágios 1 e 2 Estágios 3 e 4 Estágios 5 e 6 

Via 
BO 

Via nervo 
vago 

Corpúsculos de Lewy (tronco cerebral)  
Corpúsculos de Lewy (áreas corticais) 

Estágio 1 
BO, medula 

oblonga 
Estágio 4 

Núcleo 
talâmico, lobo 

temporal 

Estágio 2 
Núcleo da 
rafe, LC e  

RF 

Estágio 3 
SNpc, 

amígdala, 
PPT 

Estágio 5 
Córtex pré 

frontal 
Estágio 6 

Áreas 
motoras e 
sensoriais 

secundárias 
e primárias  

Hiposmia e 
constipação 

Depressão 
Distúrbios de 

sono  
Distúrbios 
motores 

(unilateral) 
Instabilidade 

postural, quedas, 
declínio cognitivo Demência 

I
po
dec

Distúrbios 
motores 

(bilateral):  
-20 anos -10 anos 0 +20 anos +10 anos 
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2004). E a bradicinesia, por sua vez, apresenta-se como uma redução ou 

lentificação dos movimentos, portanto o paciente leva mais tempo para realizar 

as tarefas diárias, como para se alimentar e se vestir (Mazzoni, Shabbott, & 

Cortés, 2012). O paciente com DP também pode apresentar outras alterações 

motoras como anormalidades posturais e de marcha, podendo levar a quedas, 

e o congelamento na marcha, (freezing of gait), que se caracteriza pela 

inabilidade do paciente em iniciar um movimento voluntário, como caminhar 

(Georgy, 2010).  

O diagnóstico clínico baseia-se na presença de pelo menos duas das 

alterações motoras. Porém, quando a DP é diagnosticada, ou seja, com o 

surgimento dos primeiros achados clínicos motores, os indivíduos apresentam 

a redução da ordem de 60-70% dos neurônios dopaminérgicos da SNpc 

(Fearnley & Lees, 1991).  

 

1.3. Distúrbios não motores da doença de Parkinson 

A DP é conhecida principalmente pelos distúrbios motores, contudo 90% 

dos pacientes com DP vão apresentar, em algum estágio da doença, distúrbios 

não motores, sendo eles, principalmente: alterações neuropsiquiátricas 

(depressão, ansiedade, apatia); distúrbios olfatórios; distúrbios do sono 

(insônia, síndrome das pernas inquietas; distúrbios comportamentais do sono 

de movimentos oculares rápidos (REM); sonolência diurna excessiva; e 

distúrbios gastrointestinais (Chaudhuri, Odin, Antonini, & Martinez-Martin, 2011; 

Lima, 2013). Esses distúrbios podem surgir anos antes das manifestações 

clínicas da DP, podendo ser considerados distúrbios pré-motores ou 

pródromos, portanto, sendo de grande valor preditivo (Braak et al., 2003; 

Hawkes, Del Tredici, & Braak, 2010; Kalia & Lang, 2015). Pacientes com DP 

que desenvolvem alterações não motoras apresentam grande redução na 

qualidade de vida, o que demonstra a importância do diagnóstico preciso e 

rápido destes distúrbios, além do tratamento adequado. Entretanto, na maioria 

dos casos os distúrbios não motores não são diagnosticados, e, 

consequentemente não tratados (Shulman, Taback, Rabinstein, & Weiner, 
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2002). A relação entre depressão e os distúrbios olfatórios associados à DP 

serão descritos nos tópicos seguintes. 

 

2. DISTÚRBIOS OLFATÓRIOS NA DOENÇA DE PARKINSON 

A percepção do odor se inicia quando moléculas voláteis são detectadas 

pelos receptores sensoriais olfatórios, localizados em neurônios receptores 

olfatórios na membrana do epitélio olfatório. A ativação dos receptores 

sensoriais olfatórios é dependente da proteína G, e caracterizam a maior 

família de receptores acoplados à proteína G, abrangendo 636 genes para os 

receptores olfatórios humanos (Malnic, Godfrey, & Buck, 2004). Os neurônios 

receptores olfatórios projetam seus axônios por meio do nervo olfatório, através 

da placa crivóide, que divergem ao entrar no BO para formar as sinapses 

glomerulares (camada glomerular). Nesses glomérulos, os neurônios 

receptores olfatórios fazem sinapse com células mitrais e células tufosas sendo 

então modulados pelos interneurônios periglomerulares (dopaminérgicos e 

GABAérgicos). Os axônios das células mitrais/tufosas se projetam para o 

córtex olfatório primário através do trato olfatório lateral, assim, as células 

mitrais/tufosas são as responsáveis por levar a informação olfatória para áreas 

corticais onde cada odor específico é, de fato, identificado (Figura 2) (Doty, 

2012).  
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O córtex olfatório primário (Figura 3A) é composto pelo córtex piriforme, 

córtex entorrinal lateral, tubérculo olfatório e o núcleo cortical da amígdala. O 

córtex piriforme envia projeções para o tálamo, hipotálamo e córtex 

orbitofrontal, enquanto que o córtex entorrinal envia fibras para o hipocampo.  

O BO recebe projeções de diferentes estruturas encefálicas (Figura 3B), 

como fibras serotonérgicas, do núcleo medial da rafe, que se encontra em 

todas as camadas do BO, noradrénergicas provenientes do locus coeruleus 

que se projetam para a camada granular, e projeções colinérgicas da banda 

diagonal de Broca e que inervam as camadas plexiforme interna e granular 

(Mundiñano et al., 2013).  

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Neuroanatomia esquemática das principais camadas do BO e as interações 
entre diferentes de células bulbares. O BO está localizado acima da placa crivóide, e na 
camada glomerular recebe os axônios dos neurônios receptores olfatórios, que fazem 
sinapse com os dendritos das células tufosas (T) e mitrais (M). G – célula granular. Imagem 
retirada de Doty, 2012. 
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A associação entre a DP e disfunções olfatórias foi descrita inicialmente 

por Ansari e Johnson (1975) após a observação que indivíduos Parkinsonianos 

exibiam menor acuidade olfativa e maior limiar na identificação do odor testado, 

caracterizando hiposmia (diminuição do sentido do olfato). Esses relatos 

permitiram o início de investigações sobre o envolvimento dos distúrbios 

olfatórios na DP. Atualmente, se tem conhecimento que as alterações olfatórias 

estão presentes em até 90% dos casos da DP, sendo mais prevalente em 

homens do que em mulheres (Doty, Deems, & Stellar, 1988). Os pacientes 

podem apresentar redução na detecção (limiar ou percepção de odores em 

Epitélio olfatório BO 

Córtex Olfatório Primário: 

Hipocampo 
Hipotálamo Córtex 

Orbitofrontal 

Córtex Entorrinal Tubérculo Olfatório Núcleo Cortical da 
Amígdala Córtex Piriforme 

Tálamo Hipotálamo 

Figura 3. Representação esquemática das principais (A) projeções do sistema olfatório e (B) 
vias de neurotransmissores que se projetam para o BO. BDB: Banda diagonal de Broca, NR: 
núcleo da rafe, LC: locus coeruleus, SNpc: substância negra parte compacta, BO: bulbo 
olfatório. Na imagem (A) o hipocampo está representado duas vezes apenas para fins 
didáticos.   

BO 

Hipotálamo 

Cerebelo 

Hipocampo 

LC 

SNpc 

NR 

BDB 

Projeções: 

Dopaminérgicas 
Serotonérgicas 
Noradrenérgicas 

Colinérgicas 

A 

B 
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baixas concentrações), identificação (habilidade de nomear o odor) e na 

discriminação de odores (distinção de diferentes odores).  

Estudos têm demonstrado que na DP essas disfunções olfatórias 

normalmente ocorrem de 4 a 8 anos antes do diagnóstico, apesar de já terem 

sido relatados casos ocorrendo até 20 anos antes do aparecimento dos 

distúrbios motores (Doty et al., 1988; Hawkes et al., 2010).  

Apesar dos distúrbios olfatórios ainda não serem tão reconhecidos 

quanto os distúrbios motores, a perda ou redução da função olfatória está 

associada à redução na qualidade de vida de pacientes com DP. O sistema 

olfatório apresenta uma importante função na palatibilidade e no sabor de 

alimentos e bebidas, mas a olfação também está relacionada com o aviso de 

sinais perigosos a saúde do indivíduo, como situações de perigo pela presença 

de fogo ou vapores tóxicos, e na avaliação de alimentos não viáveis para o 

consumo humano (Deems et al., 1991). Estudos têm demonstrado que 

pacientes com a função olfatória reduzida apresentam redução do peso 

corporal e de apetite, bem como mais chances de serem diagnosticados com 

depressão (Deems et al., 1991).  Na depressão é relatada a redução no volume 

do BO de pacientes depressivos (Negoias et al., 2010; Rottstädt et al., 2018), 

enquanto que modelos animais de depressão exibem diminuição de neurônios 

receptores olfatórios e atrofia do epitélio olfatório (Q. Li et al., 2015; Raynaud, 

Meunier, Acquistapace, & Bombail, 2015). Além desses achados estruturais, 

indivíduos com depressão apresentam diminuição na discriminação (Croy & 

Hummel, 2017), detecção (Negoias et al., 2010), e percepção hedônica de 

odores (D. Chen & Dalton, 2005).   

A associação inversa também é observada, ou seja, pacientes com 

distúrbios olfatórios crônicos manifestam distúrbios depressivos (Amritwar et 

al., 2017; Deems et al., 1991). Indivíduos com rinite alérgica e não-alérgica, 

anosmia congênita ou hiposmia relacionada a outras causas, apresentam 

maior prevalência de depressão em relação a pacientes com a função olfatória 

normal (Bedolla-Barajas, Morales-Romero, Pulido-Guillén, Robles-Figueroa, & 

Plascencia-Domínguez, 2017; Croy, Negoias, Novakova, Landis, & Hummel, 

2012; Deems et al., 1991). Apesar de ainda não está bem estabelecida se a 
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hiposmia é a causa ou consequência da depressão, a literatura mostra que a 

qualidade de vida desses pacientes é fortemente prejudicada (Croy, 

Bojanowski, & Hummel, 2013; Croy, Nordin, & Hummel, 2014; Rochet, El-Hage, 

Richa, Kazour, & Atanasova, 2018; Schablitzky & Pause, 2014). 

Semelhante à depressão, na DP a hiposmia está associada a outros 

distúrbios não motores como o distúrbio comportamental do sono REM, 

ansiedade, constipação, apatia e depressão (Cramer, Friedman, & Amick, 

2010; Doty, 2012).  Assim como observado em pacientes depressivos, a 

redução no volume do BO é relatada em pacientes com DP (S. Chen et al., 

2014; J. Li et al., 2016). Desse modo, o BO está fortemente associado aos 

distúrbios olfatórios e depressivos. 
 

3. DEPRESSÃO NA DOENÇA DE PARKINSON 

Outra importante comorbidade na DP é a depressão, que se manifesta 

como perda de prazer (anedonia), sentimentos de culpa e inutilidade, 

pensamentos suicidas, assim como alterações no apetite, sono, psicomotoras e 

na expressão facial (Aarsland, Påhlhagen, Ballard, Ehrt, & Svenningsson, 

2012). Além de ser o distúrbio neuropsiquiátrico mais frequente na DP, a 

depressão também está relacionada com a piora da qualidade de vida dos 

pacientes. A presença da depressão é descrita como o distúrbio mais 

debilitante que as próprias alterações motoras clássicas da DP (Jasinska-

Myga, Putzke, Wider, Wszolek, & Uitti, 2010; Müller, Assmus, Herlofson, 

Larsen, & Tysnes, 2013). Adicionalmente, pacientes com DP podem apresentar 

um rápido declínio tanto nos distúrbios motores quanto nas habilidades 

cognitivas quando a depressão está presente (Ravina et al., 2007). Estudos 

sugerem que a depressão afeta até 45% dos indivíduos com DP, porém a 

prevalência pode ser maior, visto que a depressão na DP muitas vezes é 

subdiagnosticada (Rodríguez-Violante, Zerón-Martínez, Cervantes-Arriaga, & 

Corona, 2017). A depressão e a DP apresentam características clínicas 

semelhantes, como redução da expressão facial, perda de apetite, atraso 

psicomotor, fadiga e alterações do sono (Leentjens, 2004). Essas alterações 

também se encontram presentes em pacientes com DP sem depressão, assim 
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esses fatores dificultam o diagnóstico da depressão em pacientes idosos com 

DP, resultando em indivíduos não diagnosticados e, consequentemente, não 

tratados (Leentjens, 2004).  

 Os níveis de severidade associados à depressão variam na literatura, 

em geral descreve-se depressão leve em 82% dos pacientes, e depressão 

moderada e severa em 8,7% e 60%, respectivamente (Prado & Barbosa, 2005; 

Quelhas & Costa, 2009). A associação entre a severidade da depressão e o 

aumento da incapacidade de realizar atividades diárias foi observada em 

pacientes com DP (Stella, Banzato, Barasnevicius Quagliato, & Viana, 2008).  

Hipóteses relacionam o aparecimento da depressão na DP como um 

fator secundário (reativo), gerado pelo estresse psicossocial que os distúrbios 

motores geram no paciente (McDonald, Richard, & DeLong, 2003). Contudo, o 

aparecimento da depressão antes do início das alterações motores 

características, sugere que esse distúrbio do humor seja devido às alterações 

neuroquímicas e neuroanatômicas presentes ao longo da evolução topográfica 

da lesão neuronal. A degeneração da SNpc, que projeta vias para o estriado e 

áreas mesocorticais e mesolímbicas, resulta da redução de dopamina, 

serotonina e noradrenalina, implicando no aparecimento da depressão 

(McDonald et al., 2003). Entretanto, também é sugerida a presença de outros 

fatores que podem influenciar a depressão na DP (Figura 3), como é o caso do 

envolvimento de alterações nos níveis de melatonina (Sandyk, 1990). Foi 

relatado que pacientes com DP apresentam redução nos níveis plasmáticos 

noturnos de melatonina e/ou alterações na fase (avanço de fase) de secreção. 

Ademais, foi observada a redução da expressão de RNA mensageiro (RNAm) 

dos receptores melatoninérgicos (MT1 e MT2) em pacientes com DP (Adi et al., 

2010). Deste modo, é sugerido o envolvimento do sistema melatonérgico na 

depressão associada à DP. 

O conhecimento dos fatores relacionados com a depressão na DP 

impulsiona a busca de terapias antidepressivas para esses indivíduos. 

Atualmente, o tratamento farmacológico para depressão na DP é pelo uso de 

agonistas dopaminérgicos (pramipexole), antidepressivos tricíclicos 

(nortriptilina) e antidepressivos inibidores da receptação de noradrenalina e 



20 
  

 

 

serotonina (desipramina) (Aarsland et al., 2012). Em relação a novas terapias 

farmacológicas, a melatonina e seus análogos (agomelatina) têm recebido 

crescente atenção nesse contexto, devido ao envolvimento do sistema 

melatonérgico na depressão e na DP (Mack et al., 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Modelo animal de DP induzido pela 6-OHDA 

O uso de modelos animais no estudo da DP é essencial na investigação de 

mecanismos moleculares da neurodegeneração, assim como no teste de novos 

alvos terapêuticos para o tratamento dos distúrbios motores e não motores. Os 

modelos podem ser induzidos por fármacos, como pela reserpina (Betarbet, 

Sherer, & Timothy Greenamyre, 2002), modelos transgênicos (superexpressão 

de α-sinucleína, nocaute dos genes Parkina, PINK1 e DJ-1) (Vingill, Connor-

Robson, & Wade-Martins, 2018) ou por neurotoxinas. Em relação aos modelos 

por neurotoxinas, as mais utilizadas como modelos de DP são: 6-

hidroxidopamina (6-OHDA), paraquat, 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina 

(MPTP) e a rotenona.  

A 6-OHDA foi a primeira substância descoberta com efeitos neurotóxicos no 

sistema catecolaminérgico periférico quando administrada sistemicamente 

Depressão na 
doença de 
Parkinson 

Alterações em 
neurotransmissores 

Genética 

Inflamação 

Depressão 
prévia 

Hipercortisolemia 
induzida por estresse 

Corpúsculos de 
Lewy – estruturas 
corticais e límbicas 

Sistema melatonérgico: 
níveis de melatonina 

expressão de receptores 

Estresse 
psicossocial 

Figura 3. Fatores que podem influenciar a depressão na doença de Parkinson.  
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(Sachs & Jonsson, 1975). E seu uso como modelo para DP foi iniciado após 

Ungerstedt (1968) demonstrar que a administração dessa neurotoxina na SNpc 

de ratos induzia a depleção da dopamina nigro-estriatal. O modelo com a 6-

OHDA apresenta vantagens em relação às outras neurotoxinas, como a 

segurança ao experimentador é maior em relação ao MPTP, e dependendo do 

local de administração, o modelo com a 6-OHDA pode mimetizar um estágio 

inicial ou tardio da DP (Francardo, 2017). A 6-OHDA, por não atravessar a 

barreira hematoencefálica, necessita ser injetada diretamente em estruturas 

dopaminérgicas por meio da cirurgia estereotáxica. Quando administrada na 

SNpc ou no feixe prosencefálico medial, a morte neuronal se inicia nas 

primeiras 12h após a administração da toxina, produzindo uma massiva e 

quase completa lesão de neurônios dopaminérgicos da SNpc (40-90%) e do 

estriado dorsolateral (~ 99%), e parcial no estriado dorsomedial (~ 55%). No 

entanto, com a administração estriatal da 6-OHDA ocorre uma rápida 

degeneração dos terminais dopaminérgicos estriatais, seguido pela 

degeneração retrógrada, lenta e progressiva dos neurônios da SNpc (Sauer & 

Oertel, 1994).   

A seletividade por neurônios catecolaminérgicos da 6-OHDA ocorre pela 

alta afinidade que essa toxina apresenta pelo transportador de dopamina (DAT) 

e de noradrenalina (NET), devido a sua semelhança estrutural com a dopamina 

(Figura 4). Com o acúmulo de 6-OHDA no citosol dos neurônios (Figura 5), 

ocorre a auto-oxidação da toxina, promovendo a formação de radicais livres, 

como peróxido de hidrogênio (H2O2), inibição de enzimas antioxidantes 

(glutadiona, GSH; e superóxido dismutase) e aumento de marcadores 

inflamatórios (Bové & Perier, 2012; Duty & Jenner, 2011; Simola & Morelli, 

2007). Adicionalmente, a 6-OHDA inibe os complexos I e IV da cadeia 

respiratória mitocondrial, induzindo ao estresse oxidativo (Kupsch et al., 2014). 

No modelo de 6-OHDA também é observada a redução da expressão de 

tirosina hidroxilase (TH; enzima etapa limitante da síntese de dopamina) na 

SNpc (Ilkiw et al., 2018). O aumento do estresse oxidativo, presença de 

marcadores de inflamação e redução de TH também são características 

encontradas no encéfalo de indivíduos com DP, assim, suportando a validade 
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de construto (acurácia que o modelo animal mimetiza a condição humana) do 

modelo de Pakinsonismo induzido por 6-OHDA (Duty & Jenner, 2011).  

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Além das alterações bioquímicas, o modelo de 6-OHDA também induz a 

alterações motoras e não motoras em roedores. O grau do prejuízo motor 

decorrente da infusão de 6-OHDA é dependente do tamanho da lesão 

(unilateral ou bilateral) e do local de administração da neurotoxina. A redução 

na locomoção dos animais, no teste de campo aberto, ocorre quando os 

animais são lesionados com a 6-OHDA no feixe prosencefálico medial 

(Carvalho et al., 2013), porém quando a neurotoxina é administrada na SNpc 

não são observadas alterações na locomoção, que são constantes até 21 dias 

após a lesão (Santiago et al., 2014). Ainda, a 6-OHDA induz às diversas 

alterações não motoras observadas na DP como, comportamento tipo-

depressivo (Santiago et al., 2014), distúrbios olfatórios (Ilkiw et al., 2018), 

alterações cognitivas e de aprendizado (Alzoubi, Mokhemer, & Abuirmeileh, 

2018), e comportamento tipo-ansiogênico (Bonito-Oliva, Masini, & Fisone, 

2014).  

 

 

 

 

 

 

 

 

6-OHDA DOPAMINA 

Figura 4. Semelhança estrutural da neurotoxina 6-OHDA em relação ao neurotransmissor 

dopamina. 
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5. MELATONINA 

A descoberta da melatonina como o hormônio sintetizado na glândula 

pineal resultou de estudos de Aaron B. Lerner e colaboradores que realizaram 

o isolamento e caracterização do derivado metoxi da serotonina da glândula 

pineal bovina (Lerner, Cash, Takahashi, & Mori, 1957). Após a descoberta da 

síntese de melatonina na glândula pineal a visão dessa glândula mudou 

rapidamente, de uma estrutura sem função para um local ativo que secreta 

melatonina. Curiosamente, a primeira função atribuída no momento da 

descoberta da melatonina foi a sua capacidade de clarear a pele, analisada 

primeiramente apenas em sapos. Porém, posteriormente foi observado que 

esse efeito da melatonina se aplicava apenas a anfíbios, e não a mamíferos 

(Nordlund & Lerner, 1977).  

A melatonina é um hormônio derivado do aminoácido triptofano, e é mais 

conhecida por sua ação em vertebrados na regulação do ritmo claro/escuro e 

nos comportamentos sazonais em vertebrados. Entretanto, a melatonina é 

sintetizada em praticamente todas as formas de vida, desde bactérias 

Figura 5. Mecanismo neurotóxico da 6-OHDA. Após a entrada no neurônio, pelo DAT ou NET, 
a 6-OHDA se acumula no citosol de neurônios catecolaminérgicos. No interior desses neurônios, 
a 6-OHDA é degradada pela enzima MAO-A e auto-oxidada, gerando radicais livres que induzem 
ao dano celular. A 6-OHDA também inibe os complexos I e IV da cadeia respiratória mitocondrial, 
resultando em estresse oxidativo. DAT: transportador de dopamina, NET: transportador de 
noradrenalina. Imagem adaptada de Simola et al., 2007. 
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primitivas, plantas, animais invertebrados e vertebrados (Hardeland & 

Poeggeler, 2003; Tan et al., 2010). E essa vasta distribuição entre os 

organismos vivos sugere uma função mais ampla da melatonina, como no 

efeito antioxidante contra radicais livres e oxidação celular (Schippers & 

Nichols, 2014).  

 

5.1. Síntese da melatonina 

A síntese de melatonina (Figura 6) ocorre principalmente nos 

pinealócitos da glândula pineal durante a noite, independente da atividade 

locomotora diurna ou noturna dos animais (Cardinal & Pevet, 1998). O 

processo enzimático ocorre a partir da hidroxilação do aminoácido aromático 

triptofano em 5-hidroxitriptofano, pela triptofano 5-hidroxilase (enzima etapa 

limitante na síntese serotonina). O 5-hidroxitriptofano é descarboxilado, pela 

ação da enzima L-aminoácido descarboxilase, em serotonina. A N-

acetiltranferase (NAT) é a enzima etapa limitante na síntese de melatonina, e é 

responsável pela N-acetilação da serotonina em N-acetil-serotonina. Por fim, 

com a metilação da N-acetil-serotonina, pela hidroxi-indole-O-metil-transferase 

(HIOMT), também conhecida como N-acetilserotonina-O-metiltransferase 

(ASMT), ocorre a síntese de melatonina (Cardinal & Pevet, 1998; Carpentieri, 

Díaz De Barboza, Areco, Peralta López, & Tolosa De Talamoni, 2012). Uma 

vez formada, a melatonina não é armazenada, sendo assim, após a sua 

síntese é liberada nos capilares e no líquido cerebroespinhal, e rapidamente 

distribuída pelo organismo (Pandi-Perumal et al., 2008).  

A síntese da melatonina na pineal é controlada pelo ciclo claro-escuro 

através do marca-passo biológico presente no núcleo supraquiasmático (NSQ), 

portanto os níveis plasmáticos da melatonina apresentam uma ritmicidade 

circadiana, com níveis elevados durante a noite (pico máximo às 3:00-4:00h, 

em humanos), e níveis baixos durante o dia (Rajaratnam, Cohen, & Rogers, 

2009). A informação do fotoperíodo chega ao NSQ através na via retino-

hipotalâmica (Figura 6), e projeções oriundas da retina passam a informação 

de presença ou ausência de luz para o NSQ. Durante o período escuro ocorre 

o aumento de >100 vezes nos níveis de RNAm da NAT, seguido pela maior 
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síntese e atividade da enzima, resultando na crescente  produção de 

melatonina. Entretanto, a presença de luz, durante o dia ou por exposição à luz 

constante, inibe a síntese e atividade da NAT na pineal, e, consequentemente, 

a síntese de melatonina também é reduzida (Ho & Chik, 2010; Nowak, 

Zurawska, & Zawilska, 1989).  

A síntese da melatonina foi demonstrada inicialmente apenas pineal, 

porém estudos têm demonstrado que essa glândula não é a única fonte de 

melatonina no corpo. Cardinali e Rosner (1971) descreveram a presença da 

enzima HIOMT na retina de ratos, e posteriormente foi descrita a presença de 

melatonina nessa estrutura (Nowak et al., 1989). Em 1975, foi demonstrada a 

produção de melatonina no trato gastrintestinal, após a identificação 

cromatográfica de melatonina e de seus precursores em células 

enterocromafins (Raikhlin, Kvetnoy, & Tolkachev, 1975).  Recentemente, com o 

avanço de técnicas moleculares, como reação em cadeia da polimerase (PCR), 

tem permitido a investigação da expressão de RNAm de enzimas envolvidas na 

síntese de melatonina em diversos tecidos e órgãos, incluindo o timo, baço, 

coração, músculo esquelético, fígado, estômago, placenta, testículos e ovários 

(Itoh, Ishizuka, Kuribayashi, Amemiya, & Sumi, 1999; Stefulj et al., 2001). 

Estruturas encefálicas, como o BO, também apresentam toda a maquinaria 

para a síntese local de melatonina (Corthell, Olcese, & Trombley, 2014). Com 

exceção da retina, a síntese extrapineal de melatonina não está sob o controle 

do fotoperíodo, e diferentemente da pineal, nesses tecidos os níveis de 

melatonina não apresentam flutuação circadiana (Venegas et al., 2012). Essas 

observações sugerem que a presença extrapineal de melatonina com níveis 

constantes, apenas com pequenas variações durante o período de 24h, pode 

estar desempenhando a função de proteger esses tecidos de insultos pró-

inflamatórios e pró-oxidantes (Darío Acuña-Castroviejo et al., 2014; Markus, 

Cecon, & Pires-Lapa, 2013; Pinato et al., 2015).  
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5.2. Receptores melatonérgicos  

A melatonina é uma molécula altamente pleiotrópica e seus efeitos 

fisiológicos ocorrem pela ativação de receptores transmembrana acoplados à 

proteína G (GPCR), classificados como MT1 e MT2 (Figura 7) (Tosini, Owino, 

Guillaume, & Jockers, 2014), porém, alguns dos seus efeitos antioxidantes são 

receptor-independentes  (Margarita L Dubocovich et al., 2010; Jockers et al., 

2016). Os receptores MT1 estão acoplados à proteína Gi/o e Gq, enquanto que 

os receptores MT2 estão acoplados apenas à proteína Gi/o (Brydon et al., 1999). 

A estrutura dos receptores MT1 e MT2 apresentam 350 e 363 aminoácidos, 

respectivamente, e 60% de homologia na sequência de aminoácidos 

(Slaugenhaupt et al., 1995).  Em humanos, os genes que codificam os 

receptores MT1 (MTNR1A) e MT2 (MTNR1B) estão localizados nos 

cromossomos 4q35.1 e 11q21-q22, respectivamente (Jockers et al., 2016; 

Slaugenhaupt et al., 1995).  
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Figura 6. Via de síntese da melatonina. Adaptado de Carpentieri et al., 2012 
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 Os receptores melatonérgicos estão vastamente distribuídos em tecidos 

periféricos e encefálicos, estando expressos no sistema cardiovascular, 

sistema imunológico, testículos, ovários, pele, fígado, rins, córtex da adrenal, 

placenta e adipócitos (Brydon, Petit, Delagrange, Strosberg, & Jockers, 2001; 

Ishii, Tanaka, Kobayashi, Kato, & Sakuma, 2009). No sistema nervoso central 

esses receptores estão presentes em alta densidade no NSQ, e seus níveis de 

expressão nesse tecido estão sincronizados dos o ciclo claro/escuro (Hunt et 

al., 2001; Waly & Hallworth, 2015). Além do NSQ, os receptores MT1 são 

expressos no hipocampo, amígdala, córtex pré-frontal e em estruturas 

dopaminérgicas, como o caudado putâmen dorsolateral e dorsomedial, núcleo 

accumbens core e shell, tubérculo olfatório, substância negra, área ventral 

tegmental (Uz et al., 2005; Waly & Hallworth, 2015). A expressão de receptores 

MT2 foi descrita na retina, córtex cerebral, hipotálamo, hipocampo, cerebelo, 

substância negra, amígdala e núcleo talâmico reticular (Adi et al., 2010; 

Lacoste et al., 2015; Sallinen, Saarela, Ilves, Vakkuri, & Leppäluoto, 2005). 

Figura 7. Principais vias de sinalização dos receptores de melatonina . Adaptado de 
Tosini et al., 2014. 
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Além disso, recentemente, a expressão dos receptores de melatonina também 

foi descrita no BO (Corthell et al., 2014).  

O estudo da formação de homodímeros e heterodímeros entre GPCRs 

tem avançado na área dos receptores de melatonina. Foi demonstrado que os 

receptores MT1 e MT2 são expressos, em culturas de células HEK293, na 

forma de homo e heterodímeros (Ayoub et al., 2002). Sendo a presença de 

homodímeros MT2 3-4 vezes menor que do heterodímero MT1/MT2, enquanto 

que é similar a propensão de formar homodímeros MT1/MT1 e heterodímeros 

MT1/MT2 (Ayoub, Delagrange, & Jockers, 2004). Assim, esses dados sugerem 

que o receptor MT2 está presente principalmente na forma de heterodímero em 

células que co-expressam MT1 e MT2 (Levoye, Jockers, et al., 2006). Ademais, 

recentemente foi demonstrada a presença de heterodímeros MT1/MT2 em 

fotorreceptores da retina de camundongos (Baba et al., 2014). 

O GPCR órfão GPR50, também conhecido como receptor relacionado à 

melatonina pois apresenta 45% de semelhança na sequência de aminoácidos 

comparado aos GPCRs da melatonina (Reppert, Weaver, Ebisawa, Mahle, & 

Kolakowski, 1996). Entretanto, a melatonina não se liga a esse receptor, 

mesmo o GPR50 apresentando o resíduo de histidina no quinto domínio 

transmembrana do receptor, necessário para a ligação da melatonina ao 

receptor MT1 (Reppert et al., 1996). Esse receptor órfão apresenta 

colocalização com os receptores MT1 e MT2, como foi observado em tecidos 

periféricos e centrais, como testículos, ovários, coração, intestino, retina, 

hipotálamo, hipocampo e BO (Batailler et al., 2012; Drew et al., 2001). A 

dimerização entre o GPR50 e receptores da melatonina MT1 foi demonstrada 

em cultura de células (Levoye, Dam, et al., 2006). Curiosamente, a formação 

de heterodímeros GPR50/MT1 inibe a ligação de [125I]-iodomelatonina ao 

receptor MT1, assim como o acoplamento à proteína G ou o recrutamento de β-

arrestinas (Levoye, Dam, et al., 2006). Esse efeito inibitório do heterodímero 

GPR50/MT1 ocorre pela presença do longo carboxi-terminal (311 resíduos de 

aminoácidos) do GPR50, sendo que a deleção de 264 aminoácidos desse 

terminal restaurou as funções do receptor MT1, mesmo quando associado ao 

GRP50.  
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Apesar da crescente investigação sobre os receptores de melatonina e a 

formação de dímeros (Benleulmi-Chaachoua et al., 2018), ainda há 

necessidade de estabelecer a relevância fisiológica dos receptores 

melatonérgicos expressos em diferentes tecidos, assim como seu envolvimento 

em alterações do humor e outros distúrbios não motores da DP (Jockers, 

Maurice, Boutin, & Delagrange, 2008).  

 

6. EFEITOS TERAPÊUTICOS DA MELATONINA  

O envolvimento da melatonina e seus efeitos terapêuticos têm sido 

investigados nas mais diversas condições, como diabetes (Bonnefond, 

Clément, Fawcett, & Yengo, 2013), autismo (Chaste et al., 2010), cognição 

(Chaste et al., 2011), hematopoiese (Golan et al., 2018), câncer (Kinker et al., 

2016), nocicepção (Yu, Zhu, Xu, Cao, & Wu, 2000), distúrbios do humor e de 

ansiedade (Noseda, Targa, Rodrigues, Aurich, & Lima, 2016), e modulação do 

eixo imune-pineal (Markus, Fernandes, Kinker, da Silveira Cruz-Machado, & 

Marçola, 2018). Contudo, a melatonina é conhecida principalmente por estar 

envolvida na sinalização do ciclo claro-escuro, nos biorritmos sazonais e 

reprodutivos em animais (Carpentieri et al., 2012; M L Dubocovich, Benloucif, & 

Masana, 1996), e por ser um potente agente antioxidante (Poeggeler et al., 

1993). A função antioxidante da melatonina, descrita em 1993, continua sendo 

intensamente investigada (3165 artigos originais e 1223 revisões sobre o tema 

no Science Direct; palavras-chave: melatonin and antioxidant, período: 1995 a 

2018), e essa aplicação encontra especial interesse no contexto das doenças 

neurodegenerativas, como na DP (Miller, Morel, Saso, & Saluk, 2015).   

 

6.1. Melatonina na doença de Parkinson 

No contexto da DP, diversos estudos demonstram efeitos 

neuroprotetores da melatonina no sistema nigroestriatal em modelos animais 

de Parkinsonismo induzido pelas toxinas 6-OHDA (Gutierrez-Valdez et al., 

2012; R. Sharma, McMillan, Tenn, & Niles, 2006), MPTP (Capitelli et al., 2008; 

Ma, Shaw, & Mitrofanis, 2009) e rotenona (Saravanan, Sindhu, & 
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Mohanakumar, 2007). Esses efeitos são decorrentes do potencial antioxidante 

direto da melatonina, que atua neutralizando as espécies reativas de oxigênio 

(•OH) e nitrogênio (ONOO-) mitocondriais induzidos pela neurotoxina (Dario 

Acuña-Castroviejo, Coto-Montes, Monti, Ortiz, & Reite, 1997; Saravanan et al., 

2007; Thomas & Mohanakumar, 2004). A melatonina também apresenta a 

função de antioxidante indireto, aumentando a expressão de RNAm e atividade 

de enzimas antioxidantes (superóxido dismutase, glutadiona peroxidase e 

glutadiona redutase), e reduzindo a atividade da ciclo-oxigenase (COX), da 

caspase-3 e iNOS (Yildirim et al., 2014). Desta forma, prevenindo a apoptose 

decorrente do aumento de estresse oxidativo e neuro-inflamação, que pode ser 

observada pela diminuição da perda de neurônios tirosina hidroxilase 

imunoreativos (TH-ir) na SNpc (Gutierrez-Valdez et al., 2012). E em relação 

aos distúrbios motores, estudos pré-clínicos e clínicos demonstraram que a 

melatonina reduziu os distúrbios motores da DP (Antón-Tay, Díaz, & 

Fernández-Guardiola, 1971; Capitelli et al., 2008; Lin, Huang, Ching, & Chuang, 

2008).   

Apesar do reconhecido efeito neuroprotetor e antioxidante da 

melatonina, uma pequena parcela de estudos relata a potencialização da 

neurodegeneração dopaminérgica, ausência de efeitos ou até a piora da 

atividade locomotora após o tratamento com melatonina em modelos animais 

(Morgan & Nelson, 2001; Tapias, Cannon, & Greenamyre, 2010) e em 

pacientes com DP (Medeiros et al., 2007; Shaw, Stern, & Sandler, 1972). 

Entretanto, é importante ressaltar que algumas diferenças metodológicas 

nesses estudos podem estar relacionadas com esses resultados contraditórios, 

como o número de pacientes, a idade dos animais, a linhagem utilizada, 

concentração da neurotoxina e da dose de melatonina administrada.  

Em relação aos distúrbios não motores da DP, a melatonina e seus 

análogos apresentam efeitos benéficos na cognição (Fu et al., 2016), distúrbios 

do sono (Belaid, Adrien, Karachi, Hirsch, & François, 2015), depressão 

(Bassani et al., 2014) e ansiedade (Noseda et al., 2016; Ochoa-Sanchez et al., 

2012) em modelos animais. Entretanto, ainda não se tem conhecimento do 

envolvimento da melatonina nos distúrbios olfatórios presentes na DP. A 
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função da melatonina na depressão e o possível envolvimento na olfação serão 

discutidos nos próximos tópicos.   

 

6.2. MELATONINA NA DEPRESSÃO  

O efeito tipo-antidepressivo da melatonina foi relatado pela primeira vez 

em 1979, após ser observada a redução no tempo de imobilidade, no teste de 

natação forçada, após a administração intraperitoneal de melatonina em ratos 

(Skene, 1979). Desde esse primeiro relato, os efeitos tipo-antidepressivos da 

melatonina têm sido demonstrados em diversos modelos pré-clínicos 

depressão, como: no modelo induzido por estresse crônico moderado 

(Detanico et al., 2009; Haridas, Kumar, & Manda, 2013), depressão associada 

ao diabetes induzido por estreptozotocina (Rebai, Jasmin, & Boudah, 2017), 

administração crônica de dexametasona (Ruksee, Tongjaroenbuangam, 

Mahanam, & Govitrapong, 2014), depleção de triptofano (Franklin, Hlavacova, 

Babic, Bermudez, & Jezova, 2015) e pelo lipopolissacarídeo (Taniguti et al., 

2018).  

Em relação à DP, além dos efeitos neuroprotetores a melatonina 

também apresenta efeito tipo-antidepressivo no modelo Parkinsonismo 

induzido pela rotenona (Bassani et al., 2014). Outro estudo demonstrou que o 

análogo sintético da melatonina 4-P-PDOT resultava em comportamento tipo-

antidepressivo no modelo de DP induzido por rotenona (Noseda et al., 2014). 

Em humanos, o tratamento com agomelatina, um agonista de receptores MT1 e 

MT2 e antagonista competitivo 5HT2C (Kamal et al., 2015), foi eficaz em reduzir 

a depressão em pacientes com DP. Além do efeito antidepressivo, a 

agomelatina melhorou os sintomas motores e os pacientes relataram a melhora 

da qualidade do sono (Avila et al., 2015; De Berardis et al., 2013). 

Entretanto, em comparação aos estudos em modelos de depressão, a 

literatura que investiga os efeitos da melatonina na depressão associada à DP 

é bem mais restrita. Além disso, são escassos estudos que demonstrem o 

envolvimento dos receptores de melatonina em estruturas encefálicas 

envolvidas na DP, como demonstrado por nosso laboratório, até o momento, 

apenas no estriado (Noseda et al., 2014). Além disso, o envolvimento da 
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melatonina com a depressão ainda não foi investigada no BO, uma estrutura de 

fundamental importância na etiologia da DP (Braak et al., 2003), bem como nos 

distúrbios depressivos (Rochet et al., 2018).   

 

6.2. MELATONINA E SEUS RECEPTORES NA OLFAÇÃO  

A síntese extra-pineal de melatonina já está bem estabelecida na 

literatura, e tem sido alvo de investigações a cerca de suas funções nesses 

tecidos. Recentemente, foi descrita a expressão de RNAm para os genes 

MTNR1A e MTNR1B no BO de camundongos (Ishii et al., 2009). Esse 

resultado foi posteriormente corroborado por Corthell e colaboradores (2014) 

em ratos.  Além do mais, os autores demonstraram, pela primeira vez, a 

presença dos receptores MT1 e MT2 na camada glomerular do BO, e de toda a 

maquinaria enzimática necessária para a biossíntese da melatonina (Corthell et 

al., 2014). Desse modo, a melatonina é sintetizada e liberada no BO, podendo 

atuar em seus receptores. Entretanto, os autores do trabalho citado ressalvam 

que os anticorpos utilizados para avaliar a densidade, por imuno-histoquímica, 

e a expressão dos receptores, por Western blot, não são específicos para os 

receptores MT1 e MT2 (Corthell et al., 2014) constituindo-se em uma importante 

limitação desses achados. Ademais, a função desses receptores no BO não foi 

descrita.  

 

7. JUSTIFICATIVA 

Diversos estudos clínicos e pré-clínicos evidenciam a associação entre 

distúrbios olfatórios e depressivos com o sistema olfatório. Em particular, na DP 

é sugerido que a doença tenha início no BO durante a fase pré-motora, quando 

a hiposmia e a depressão são diagnosticadas. Foi proposto o envolvimento do 

sistema melatonérgico na etiologia da depressão associada à DP. De fato, 

tanto a melatonina quanto alguns de seus análogos sintéticos apresentam 

efeitos antidepressivos na DP, porém esses efeitos só foram observados pela 

administração sistêmica. Assim, são poucos os estudos que demonstram a 

função de receptores melatonérgicos expressos em estruturas específicas 
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relacionadas à DP, como o BO. Com a descrição de da expressão de RNAm e 

de receptores de melatonina, MT1 e MT2, foi questionado o possível 

envolvimento desses receptores com a função olfatória e comportamento tipo-

depressivo em um modelo de DP.  

 

8. OBJETIVOS 

O objetivo geral do presente trabalho foi investigar o envolvimento dos 

receptores de melatonina expressos no BO no comportamento tipo-depressivo 

e na discriminação olfatória em um modelo de DP induzido pela 6-OHDA 

intranigral em ratos.  

 
8.1. Objetivos específicos 

 Avaliar o comportamento tipo-depressivo frente à modulação dos 

receptores melatonérgicos do BO, pela infusão de agonistas 

(melatonina, IIK7 e 4-P-PDOT) e antagonista (luzindole), aos 7 e 14 dias 

após a lesão da SNpc;  

 Investigar o efeito no comportamento tipo-depressivo da infusão 

sequencial de luzindole+melatonina e 4-P-PDOT+melatonina no BO, 7 e 

14 dias após a lesão da SNpc;  

 Determinar o envolvimento dos receptores de melatonina do BO na 

função olfatória, mediante as administrações no BO de agonistas 

(melatonina, IIK7 e 4-P-PDOT) e antagonista melatonérgicos (luzindole), 

7 e 14 dias após a lesão da SNpc;  

 Avaliar o efeito na função olfatória da infusão sequencial de 

luzindole+melatonina e 4-P-PDOT+melatonina, 7 e 14 dias após a lesão 

da SNpc;  

  Avaliar a expressão no BO dos genes MTNR1A e MTNR1B 7 e 14 dias 

após a lesão da SNpc; 

 Avaliar a influencia da administração no BO de drogas melatonérgicas 

na expressão dos genes MTNR1A e MTNR1B; 
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  Investigar a presença e funcionalidade dos receptores de melatonina 

expressos no BO pela ativação da via ERK1/2 e pelo ensaio de ligação 

ao [35S]GTPγS; 

  Avaliar a expressão dos receptores de melatonina na camada 

glomerular do BO pela técnica de imunofluorescência. 

 

9. MATERIAIS E MÉTODOS 

9.1. Animais 
Neste estudo, foram utilizados ratos Wistar machos, de 3 meses de 

idade, pesando 300-340 g no início dos experimentos, provenientes do Biotério  

Central da Universidade Federal do Paraná (UFPR). Os animais foram 

mantidos em uma sala com umidade e temperatura controladas (22  2° C), em 

um ciclo claro-escuro de 12:12 horas (7h00-19h00), com a fase clara iniciando 

às 7h. Água e comida (ração comercial para roedores) foram fornecidas à 

vontade aos animais durante todos os experimentos. Os procedimentos foram 

aprovados pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais (CEUA) da UFPR com 

o número de protocolo 853. 

Para as análises de Western blot e para o ensaio de ligação ao [35S]GTPγS, 

ratos Wistar machos, 3 meses de idade, foram adquiridos pelo Instituto Cochin.  

 
9.2. Delineamento experimental 

Os experimentos 1 e 2 foram conduzidos para avaliar o envolvimento 

dos receptores de melatonina, presentes no BO, nos comportamentos tipo-

depressivos e na função olfatória, respectivamente. Os comportamentos foram 

avaliados 7 e 14 dias após as infusões nigrais de 6-OHDA por meio de 

cirurgias estereotáxicas, em ambos os experimentos.  O experimento 3 teve 

como objetivo avaliar a presença e os mecanismos de ativação dos receptores 

de melatonina no BO de ratos.  
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Experimento 1 

 Conforme demonstrado na Figura 8, no dia 0 foi realizada a cirurgia 

estereotáxica para a infusão bilateral de 6-OHDA, ou veículo, na SNpc de 

ratos, e para a implantação de uma cânula guia na camada glomerular do BO. 

No sexto (Experimento 1A) ou 13º dia (Experimento 1B) após a cirurgia foi 

realizado o treino do teste de natação forçada modificado, com duração de 15 

minutos, e ao término desse procedimento os ratos foram realocados 

individualmente a suas caixas. Sete, ou 14 dias, após a lesão, foram feitas 

infusões únicas (Experimentos 1A, 1B, Figura 1A) ou sequenciais 

(Experimentos 1C, 1D, Figura 1B) na camada glomerular do BO. Após 30 

minutos da administração das drogas foi realizado o teste de natação forçada 

modificado. Infundiram-se no BO as seguintes drogas: melatonina (1 μg/μl), 

luzindole (5 μg/μl), IIK7 (10 μg/μl), 4-P-PDOT (5 μg/μl) ou veículo (Figura 8C). 

Complementarmente, realizou-se a administração sequencial (Experimentos 

1C e 1D), que consistiram em iniciar com a administração de um  antagonista 

(luzindole 5 μg/μl, ou 4-P-PDOT, 5 μg/μl), e após 30 min da melatonina (1 

μg/μl) foi injetada nesses animais (Figura 8B).  Trinta minutos após a exposição 

à melatonina iniciou-se a realização dos testes comportamentais. Ao término 

dos testes todos os animais foram decapitados e o BO foi retirado e 

armazenado em freezer -80ºC até o momento do processamento das 

amostras. Os grupos experimentais do Experimento 1 estão representados na 

Figura 8C. 
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Figura 8. Desenho experimental e grupos do Experimento 1. (A) Nos Experimentos 1A 
e 1B os ratos receberam a administração única de drogas melatonérgicas no BO, e 
passaram pelo teste de NF no sétimo e 14º após a cirurgia estereotáxica, 
respectivamente. (B) Nos Experimentos 1C e 1D, a administração de  drogas foi 
sequencial, e os animais foram avaliados no teste de natação forçada modificado no 
sétimo e 14º após a lesão, respectivamente. BO: bulbo olfatório, glBO camada glomerular 
do bulbo olfatório: NFM: natação forçada modificado, Veículo: DMSO, MLT: melatonina (1 
μg/ μl), LUZ: luzindole (5 μg/μl), IIK7: 10 μg/μl, 4-P-PDOT: 5 μg/μl, LUZ (5 μg/μl) + MLT (1 
μg/μl), 4-P-PDOT (5 μg/μl) + MLT (1 μg/μl). *IIK7: foi administrado apenas no experimento 
1A. 
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Experimento 2 

A cirurgia estereotáxica foi realizada da mesma forma como descrito no 

Experimento 1, iniciando-se no dia 0 para a infusão bilateral de 6-OHDA ou 

veículo na SNpc de ratos. Entretanto, 5 (Figura 9, Experimento 2A) ou 12 dias 

(Experimento 2B) após as lesões os animais foram mantidos isolados, em 

caixas individuais até o 7º ou 14º dia, para a infusão das drogas. Trinta minutos 

após a administração das drogas foi realizada a tarefa de discriminação 

olfatória, e ao término desta os animais foram eutanasiados. No Experimento 2  

foram realizadas infusões únicas (melatonina, 1μg/μl; luzindole, 5 μg/μl;  IIK7, 

10 μg/μl ou 4-P-PDOT, 5 μg/μl; Experimentos 2A, 2B; Figura 9A) e sequenciais 

(luzindole, 5 μg/μl, + melatonina 1 μg/μl; e 4-P-PDOT  , 5 μg/μl, + melatonina 1 

μg/μl;  Experimentos 2C, 2D; Figura 9B). Os grupos experimentais do 

Experimento 2 estão representados na Figura 9C. No dia 0 também foi 

infundido o Zicam (n=8) intranasal, os experimentos para esse grupo foram 

semelhantes ao descrito para os grupos sham e 6-OHDA. 

 

Experimento 3 

 Nesse experimento avaliamos a presença e os mecanismos deflagrados 

pelos receptores melatonérgicos presentes no BO de ratos pelas técnicas de 

western blot para avaliar a ativação da via ERK 1/2, imunofluorescência e pelo 

ensaio de ligação ao [35S]GTPγS. Os animais foram decapitados para a 

retirada do hipotálamo (utilizado como controle positivo nos ensaios) e do BO. 

As estruturas foram processadas no mesmo dia para o preparo das 

membranas seguido pelo ensaio de ligação ao [35S]GTPγS ou do Western blot. 

Os animais utilizados para a imunofluorescência foram perfundidos no 

Laboratório de Neurofisiologia, UFPR, e as amostras foram preparadas e 

enviadas para o Instituto Cochin. Os três ensaios foram realizados sob 

orientação do Dr. Ralf Jockers, no laboratório do Departamento de 

Endocrinologia, Metabolismo e Diabetes do Instituto Cochin em Paris.   
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Figura 9. Desenho experimental e grupos do Experimento 2. (A) Nos Experimentos 2A e 
2B os ratos receberam a administração única de drogas melatonérgicas no BO, e passaram 
pela tarefa de discriminação olfatória, no sétimo e 14º após a cirurgia estereotáxica, 
respectivamente. (B) Nos Experimentos 2C e 2D, a administração de  drogas foi dupla, e a 
função olfatória dos animais foi avaliada 7 e 14 dias após a lesão, respectivamente. BO: bulbo 
olfatório, glBO camada glomerular do bulbo olfatório: NFM: natação forçada modificado, 
Veículo: DMSO, MLT: melatonina (1 μg/ μl), LUZ: luzindole (5 μg/μl), IIK7: 10 μg/μl, 4-P-
PDOT: 5 μg/μl, LUZ (5 μg/μl) + MLT (1 μg/μl), 4-P-PDOT (5 μg/μl) + MLT (1 μg/μl). *IIK7: foi 
administrado apenas no experimento 2A. 

 0 

 Experimento 2A (dia) 

Cirurgia estereotáxica:  
 SNpc – 6-OHDA/Veículo      

      glBO– cânula 
 

Infusão intranasal Zicam 

Isolamento 

Tarefa de discriminação 
olfatória 

48 h 

)  0 5 7 

30 min 

Infusão  

 Experimento 2B (dia) 12 14 

 6-OHDA  SHAM 

Veículo  

MLT 

LUZ 

IIK7* 

4-P-PDOT 

Veículo  

MLT 

LUZ 

IIK7* 

4-P-PDOT 

Cirurgia estereotáxica: 
SNpc – 6-OHDA/Veículo      

glBO– cânula Isolamento 

Tarefa de 
discriminação olfatória 

48 h 

0 5 7 

30 min 30 min 

1
a
 

microinfusão 

2
a
 

microinfusão: 
MLT 

Experimento 2C (dia) 

 0  Experimento 2D (dia) 12 14 

B  

 6-OHDA  SHAM 

LUZ+MLT 

4-P-PDOT 
+MLT 

LUZ+MLT 

4-P-PDOT 
+MLT 



39 
  

 

 

9.3. Drogas 

 Melatonina (Sigma-Aldrich):1 μg/μl, diluído em DMSO; 

 IIK7 (Sigma-Aldrich): agonista MT2, 10 μg/μl, diluído em DMSO;  

 Luzindole (Sigma-Aldrich): antagonista não seletivo MT1 e MT2, 5 μg/μl, 

diluído em etanol 50%; 

 4-P-PDOT (Tocris): agonista parcial MT2, 5 μg/μl, diluído em DMSO; 

 6-OHDA (Sigma-Aldrich): 6 μg/μl, diluído em salina e 2% ácido ascórbico; 

 Zicam® Oral Mist (Matrixx Initiatives) 

 

9.4. Cirurgia estereotáxica 
Para a infusão bilateral na SNpc de 6-OHDA ou veículo, os animais 

foram anestesiados com quetamina (90 mg/kg, i.p.) e sedados com xilazina (10 

mg/kg, i.p.), posicionados em um aparelho estereotáxico (Insight, Brasil) e o 

crânio foi exposto com bisturi. Foram ajustadas as seguintes coordenadas 

estereotáxicas para a SNpc relativas ao bregma: ântero-posterior, -5,0 mm; 

mediolateral, ±2,1 mm a partir da linha média; e dorso-ventral, -8,0 mm a partir 

da superfície do crânio, segundo Paxinos e Watson (2006). A microinfusão foi 

realizada com o auxílio de uma agulha (30 gauge) conectada a um tubo de 

polietileno adaptado para a uma microseringa de 10 μl, esse sistema foi 

conectado a uma bomba de infusão (Insight, Brasil) que permitiu a infusão em 

uma taxa constante de 0,33 μl/min durante 6 minutos. Os animais do grupo 6-

OHDA receberam a infusão de 2 μl da neurotoxina (3 μg/μl), enquanto que no 

grupo sham realizada a administração de 2 μl salina suplementada com 2% de 

ácido ascórbico (veículo). Na mesma cirurgia estereotáxica foi realizada a 

implantação de uma cânula na camada glomerular do bulbo olfatório dos 

animais, permitindo a posterior infusão de drogas melatonérgicas nessa 

estrutura. As coordenadas para a camada glomerular do BO foram: ântero-

posterior, -7,1 mm; médio-lateral, ±0,0 mm a partir da linha média; e dorso-

ventral, -3,4 mm a partir da superfície do crânio (Paxinos & Watson, 2006).  
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9.5. Administração intranasal Zicam® 
O Zicam® Oral Mist (Matrixx Initiatives, Scottsdale, AZ, USA), é um spray 

nasal, considerado um fármaco homeopático, utilizado em casos de resfriados 

e congestão nasal nos Estados Unidos. Entretanto, Lim et al. (2009) 

demonstraram que a infusão nasal desse fármaco lesionou o epitélio olfatório 

de roedores e de humanos, ocasionando na perda da função olfatória por 

longos períodos. Desta forma, esse fármaco foi utilizado no presente trabalho 

como controle positivo da disfunção olfatória avaliada pela tarefa de 

discriminação olfatória. 

Sete dias antes do início dos testes comportamentais, os ratos (n=10) 

foram anestesiados com quetamina (90 mg/kg, i.p.) e sedados com xilazina (10 

mg/kg, i.p.), e com o auxílio de uma seringa foi feita a infusão de 30 μl de 

Zicam® em cada uma das narinas do animal. Foi feito o monitoramento dos 

ratos após a administração, e ao fim do efeito da anestesia os mesmos foram 

realocados em suas respectivas caixas (Ilkiw et al., 2018; Rodrigues et al., 

2014).  

 
9.6. Infusão de drogas no BO 

No sétimo (Experimentos 1A, 2A), ou 14º dia (Experimentos 1B, 2B), 

após a lesão com 6-OHDA foi feita a microinfusão de 1 μL das drogas 

melatonérgicas na camada glBO com o auxílio de uma bomba de microinfusão 

(Insight, Brasil). As drogas e as concentrações utilizadas foram: melatonina (1 

μg/μL), luzindole (5 μg/μL), 4-P-PDOT (5 μg/μL), ou veículo. De forma 

semelhante, a administração sequencial de drogas melatonérgicas foi realizada 

7 (Experimentos 1C e 2C) e 14 dias (Experimentos 1D e 2D) após a cirurgia 

estereotáxica, e consistiu em iniciar com a administração do antagonista 

(luzindole ou 4-P-PDOT), e após 30 min a melatonina foi injetada nesses 

animais, em seguida  foi aguardado um período de 30 min para o início do teste 

comportamental. O protocolo de administração de drogas foi realizado durante 

o ciclo claro, entre as 08h00min e 10h00min.  
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9.7. Teste de natação forçada modificado 
O teste de natação forçada modificado foi utilizado para avaliar os 

comportamentos tipo-depressivos (Cryan, Valentino, & Lucki, 2005). Esse teste 

consistiu em colocar individualmente o animal em um tanque cilíndrico de 

plástico opaco (20 cm diâmetro, 50 cm altura) contendo 30 cm de água (24 ± 

1ºC). Nesse teste os animais primeiro passaram por uma sessão treino, com 

duração de 15 minutos, e 24 h após foi realizada a sessão teste, por 5 min. Na 

sessão teste toda a movimentação dos animais na água foi registrada através 

do uso de uma câmera posicionada acima do tanque, para posteriormente 

serem analisados os comportamentos durante o teste. Na versão modificada 

do teste de natação forçada (Detke, Rickels, & Lucki, 1995) é avaliada a 

frequência de cada parâmetro: imobilidade, natação (movimentos horizontais) e 

escalada (movimentos verticais).  Após o treino e o teste os ratos foram secos 

e colocados em suas respectivas caixas.  

 

9.8. Tarefa de discriminação olfatória 

O aparato do teste consiste em uma caixa (60 x 40 x 50 cm) igualmente 

dividida em dois compartimentos conectados com uma porta que permitia o 

livre acesso do animal. Antes do início do teste, os ratos passaram por uma 

sessão de habituação ao aparato, durante 2 min e com dois compartimentos 

forrados com cepilho limpo. Para o teste foi adicionado cepilho limpo (odor não 

familiar) em um dos compartimentos, enquanto que no outro compartimento foi 

forrado com o cepilho que o animal permaneceu isolado durante 48 h antes do 

teste (odor familiar). Os ratos foram posicionados no meio da caixa de 

discriminação olfatória e a exploração do animal foi gravada por 3 min. Nesse 

teste, um rato que apresenta distúrbio olfatório tende a explorar os dois 

compartimentos, com o odor familiar e não familiar, igualmente, indicando 

ausência de discriminação entre os odores. Por outro lado, um animal saudável 

irá permanecer por um período mais longo explorando o compartimento com o 

odor familiar (Ilkiw et al., 2018; Rodrigues et al., 2014).   
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9.9. Extração de RNA e Reação em Cadeia da Polimerase, quantitativa, 
em Tempo Real (qRT-PCR) 

Os ratos foram decapitados e o bulbo olfatório foi coletado. O RNA total 

foi isolado pelo método de TRIzol (Invitrogen, USA). A concentração de RNA 

extraído foi quantificada pelo método espectrofotométrico, com o equipamento 

NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Wilmington, Delaware, USA) e 

interpretada no software NanoDrop®  ND-2000 Spectrophotometer v.3.7 

(Thermo Scientific). A integridade do RNA foi verificada pela presença clara e 

visível das bandas 28S e 18S, utilizando eletroforese em gel de agarose (2%) 

com 0,5 μg de RNA total. 

Cinco migrogramas do RNA total foi tratado com 3 μl DNase por 30 min, 

e as amostras foram incubadas a 65ºC, 10 min, com 1 μl de EDTA  para 

inibição da enzima. A síntese de DNA complementar (DNAc) foi realizada com 

o kit SuperScript™ III Reverse Transcriptase Supermix (BioRad) de acordo com 

o manual do fabricante. Para a amplificação do DNAc foi utilizado o 

SsoAdvanced™ Universal SYBR® Green Supermix (BioRad) e as reações 

foram realizadas no equipamento de PCR em tempo real (Agilent) nas 

seguintes condições: 95ºC-10 min, seguido por 45 ciclos a 95 °C-15 s, 60 °C-

60 s, 95 °C-60 s, 55ºC-30 s, e 95 °C-60 s. Cada amostra foi preparada em 

triplicata, e os primers utilizados para a amplificação estão descritos na Tabela 

1. O gene HPRT (hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase) foi utilizado para 

normalizar os valores obtidos dos genes de interesse. A normalização foi 

calculada com base na média de triplicatas para cada amostra e dada de 

acordo com a seguinte equação E=2(- Ct), sendo Ct o ciclo de quantificação e 

ΔCt = Ctinteresse - Ctreferência, como sugerido por Schmittgen e Livak (2008).  
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Tabela 1: Sequência de primers utilizados na RT-PCR 

Gene 
Oligonucleotídeos 

Senso (5’→3’) Anti-senso (3’→5’) 

MTNR1A GGGGTCTTACTGCTTTCTCTT CCGCTCCAACACTATGCTG 

MTNR1B CCTTTTGCTACCTGCGAA TTGCCTCTGGATTGATGG 

HPRT CCCAGCGTCGTGATTAGTGA TGGCCTCCCATCTCCTTCAT 

 

 

 

 

9.10. Preparo das membranas 

O BO e a hipotálamo de ratos foram, separadamente, homogeneizados 

utilizando um pistilo de vidro em 3 ml de tampão de ligação (20 mM HEPES, 

100 mM NaCl, 3 mM MgCl2, pH 7,4; suplementado com 0,25 M sacarose, 1mM 

EGTA e 1mM DTT). O homogenato foi centrifugado a 20.000 g durante 30 min 

a 4 ºC (Avanti®-J-E, Beckman Coulter). O precipitado de proteína (pellet) foi 

ressuspendido em tampão de ligação. A quantificação de proteína foi realizada 

pelo ensaio colorimétrico por BCA (método do ácido bicinconínico, 

Bicinchoninic Acid Assay), seguida pela leitura da reação em um 

espectrofotômetro (562 nm), e do ensaio de ligação ao [35S]GTPγS.  

 

9.11. Ensaio de ligação ao [35S]GTPγS 

Para avaliar a presença e ativação de receptores da melatonina no bulbo 

olfatório de ratos, foi utilizado o ensaio de ligação ao [35S]GTPγS (guanosina 5’-

O[gamma-tio]trifosfato). A molécula de [35S]GTPγS é um análogo do GTP não 

hidrolisável pela GTPase, que apresenta um isótopo de enxofre 35 (35S) em 

sua estrutura. A presença do 35S permite avaliar quantitativamente a 

incorporação do [35S]GTPγS a subunidade alfa da proteína G (Gα), e assim 

medir a emissão de radiação beta (β- ) proveniente dessa ligação. Portanto, o 

ensaio avalia a resposta primária da via de sinalização após a ativação do 

Oligonucleotídeos desenhados com base no banco de dados NCBI através do 
BLAST: HPRT - Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (XM_008773659.2), 
MTNR1A – gene do receptor de melatonina MT1 (NM_053676.2), MTNR1B – gene do 
receptor de melatonina MT2 (NM_001100641.1). 
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receptor, estando diretamente relacionada com a atividade da droga (Milligan, 

2003).  

As membranas (100 μl contendo 100 μg/proteína) foram incubadas com: 

25 μl de tampão de ligação (20 mM HEPES, 100 mM NaCl, 3 mM MgCl2, pH 

7,4; suplementada com inibidor de protease), 50 μl da solução de análise (0,1 

μM ou 10 μM GDP para Gαq/11 e Gαi, respetivamente, 1 nM [35S]GTPγS e 

tampão de ligação) e 25 μl de 100 nM iodomelatonina (Sigma Aldrich), 

apresentando um volume final de 200 μl. A ligação não específica foi 

determinada na presença de 10 μM GTPγS (composto não radioativo). A 

solução foi incubada a 30°C por 60 min em banho-maria, e a reação foi inibida 

pela adição de tampão de ligação gelado. As membranas foram centrifugadas 

(14.000 g, 15 min, 4°C), e o precipitado resultante foi ressuspendido em 

tampão de solubilização (100 mM Tris-HCl, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1,5% 

NP-40, pH 7,4;  suplementado com SDS a 0,2%) e a solução foi incubada em 

um rotador de tubos por 120 min. Após a solubilização, foi adicionado em cada 

tubo 20 μl de Pansorbin (Calbiochem), e incubado (1h, a 4°C, sob rotação). Os 

tubos foram centrifugados por 2 min, e em 100 μl do sobrenadante foram 

adicionados 20 μl de Proteína A/G (Protein G Sepharose beads, Santa Cruz 

Biotechnology) e 1,4 μl de anticorpo anti- Gαq/11 ou anti-Gαi1,2,3, a solução foi 

incubada durante 16 h a 4ºC,  em um rotador de tubos. Os imunocomplexos 

foram lavados duas vezes com o tampão de solubilização (na ausência de 

SDS) e a ligação ao [35S]GTPγS foi determinada por espectrometria de 

cintilação líquida (Wallac 1450 Microbeta, Trilux). Cada ensaio foi realizado em 

triplicata.  

 

9.12. Western blot para quantificação da expressão de ERK1/2 

  Trinta minutos após a injeção intraperitoneal de melatonina (n=4, 10 

mg/kg) ou veículo (n=4, salina e DMSO) foi realizada a eutanásia dos animais 

para a retirada do hipotálamo e BO. As estruturas foram rapidamente 

dissecadas em gelo seco e depois estocadas a -80ºC até o processamento. 

Utilizando um pistilo, as amostras foram homogeneizadas em tampão de lise, 

contendo: 50mM Tris-HCl (pH 8,4), 150 mM NaCl, 0,5% Triton, 0,5% NP40 e 
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inibidores de protease e fosfatase (1 μg/ml AEBSF, 1 μg/ml pepstatina, 1 μg/ml 

leupeptina, 10 μg/ml benzamidina, 10 mM NaF e 2mM NA3PO4). As amostras 

foram homogeneizadas durante 30 min em agitador rotativo, a 4 ºC, em 

seguida foram centrifugadas (12000 x g, 10 min, 4º C). Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi separado e utilizado para determinação da concentração de 

proteínas totais pelo método colorimétrico de BCA (método do ácido 

bicinconínico). O sobrenadante (20 μl, contendo 70 μg de proteína) foi 

submetido à eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio 

(SDS-PAGE) para separação das proteínas por peso molecular. O gel (10%) foi 

montado em aparato de eletroforese vertical. Antes de aplicadas ao gel, as 

amostras foram aquecidas (95 ºC, 5min). As proteínas migraram sob voltagem 

de 80 mV durante a passagem pelo gel de concentração, e de 100 mV no gel 

de resolução, em tampão de corrida (Tris-Glicina 1x, SDS 0,1%). As proteínas 

separadas no gel foram transferidas para membranas de nitrocelulose através 

de um Trans-Blot cell system (Bio-Rad), e a eficiência da transferência foi 

verificada por coloração das proteínas na membrana com solução de Ponceau 

(5 min, sob agitação). Após 4 lavagens (5 min) com TBST (TBS e 0,1% Triton), 

foi feita a incubação em solução de bloqueio (3% de leite desnatado em 1% 

TBST; Triton X-100 e TBS) por 45 min a temperatura ambiente, sob agitação. 

As membranas foram então incubadas com os anticorpos primários anti-pERK 

e anti-ERK (diluições 1:1000; 18h, 4 ºC, sob agitação). As membranas foram 

lavadas com TBST (4x5min), e foram adicionados os anticorpos secundários 

anti-coelho e anti-camundongo, conjugados às moléculas fluorescentes 

(diluição 1:1000; 45 min, temperatura ambiente). Após a incubação com os 

anticorpos secundários, as membranas foram lavadas com TBST (4x5min), e a 

leitura foi realizada no aparelho Odyssey (LI-COR). As bandas foram 

quantificadas por densitometria óptica usando o software Image J (National 

Institute of Health, Bethesda, MD, EUA). Os resultados da quantificação de 

ERK, no hipotálamo e bulbo olfatório, foram expressos como razão entre ERK 

fosforilada pela quantidade total de ERK (pERK/tERK). 
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9.13. Ensaio de imunofluorencência  

Ratos sem manipulação (naive, n=2) foram profundamente anestesiados 

com quetamina (90 mg/kg) e perfundidos transcardialmente, com auxílio de 

uma bomba peristáltica (Insight, Brasil) com aproximadamente 150 mL de PBS 

(phosphate-buffered saline, 0,01 M; pH 7,40), seguido por aproximadamente 

150 ml de solução fixadora de paraformaldeído 4% em PBS (0,1 M; pH 7,40), 

ambos gelados. Os encéfalos foram removidos do crânio, mantidos em 4% 

paraformaldeído por 24 h a 4º C e crioprotegidos por imersão em solução de 

sacarose 30% em PBS (0,1 M; pH 7,40) a 4º C por 4 dias. As amostras foram 

armazenadas em freezer a -80 ºC até o seccionamento.  

O tecido congelado foi seccionado em 10 cortes por animal (+7.56 a 

+7.08 mm, com um intervalo de 40 m entre os cortes) de 10 m de espessura 

ao longo BO em um criostato, os cortes foram distribuídos em lâminas de vidro 

(gelatinizadas), e armazenados em freezer a -80 ºC até o momento de iniciar 

as reações de imunofluorecência.  

Inicialmente, os cortes foram lavados com PBS, pH 7,4, (3x 5min, 

temperatura ambiente) para retirada de impurezas decorrentes do 

processamento de corte. Posteriormente, os cortes foram incubados com a 

solução de bloqueio, contendo 5% soro de cavalo e 0,1 % TBST (0,1% Triton 

em TBS; tampão Tris-salina) durante 45 minutos, a temperatura ambiente. Para 

a dupla marcação, os cortes foram incubados com os anticorpos primários anti-

receptor MT1 (J50 e A06) ou anti-receptor MT2 (I81 e A84, Tabela 2) durante 12 

h, a 4ºC. No dia seguinte, o material foi lavado com PBS (3x5min) para retirar o 

excesso de anticorpo primário, e incubado com o anticorpo primário anti-

tirosina hidroxilase (rabbit, 1:100, em solução de bloqueio), durante 4h a 4ºC. 

Em seguida, os cortes foram lavados com PBS (3x5min), e incubados com os 

anticorpos secundários (Tabela 2), durante 2h a temperatura ambiente, no 

escuro. Para a marcação nuclear, os cortes foram incubados 5 minutos com 

4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, 1:1000, em solução de bloqueio), seguido por 

lavagem com PBS (1x5min). As lâminas foram seladas com meio de montagem 

Dako Glycergel (Agilent) e fechadas com lamínula de vidro. A visualização da 

imunofluorescência foi realizada em microscópio de fluorescência (Axion, Carl 
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Zeiss), com objetiva de aumento de 40 vezes. As imagens foram adquiridas em 

diferentes campos do mesmo corte, e todos os parâmetros permaneceram os 

mesmos durante a análise de todo o experimento. 

Para a marcação simples, os cortes foram incubados durante 12 h com 

os anticorpos primários anti-tirosina hidroxilase (1:100, em solução de bloqueio, 

ou anti-receptor MT2 (H06, Tabela 2), a 4ºC. No dia seguinte, foi feita a 

lavagem com PBS dos cortes (3x5min) para retirar o excesso de anticorpo 

primário, e as etapas seguintes foram realizadas no escuro. As lâminas, 

contendo os cortes, foram incubadas com o anticorpo secundário (1:200, 

Tabela 2), durante 2h a temperatura ambiente. Por fim, os cortes foram lavados 

com PBS (3x5min), incubados com DAPI (5min, 1:1000) e feita a montagem 

das lâminas.   

 

 

Alvo da 
imunofluorescência 

Anticorpo 
primário Concentração Espéciea Anticorpo 

secundário Titulação 

MT1 

J50 
10 μg/ml 

Camundongo Alexa Fluor 
555 1:200 

50 μg/ml 

A06 
5 μg/ml 

10 μg/ml 

MT2 

I81 
10 μg/ml 

Camundongo Alexa Fluor 
555 1:200 

50 μg/ml 

A84 
10 μg/ml 

50 μg/ml 

H06 50 μg/ml 

TH TH  80 μg/ml Coelho Alexa Fluor 
645 1:200 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 2. Especificações dos anticorpos utilizados nos ensaios de imunofluorescência 

TH: tirosina hidroxilase, a espécie em que o anticorpo foi produzido. 
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9.14. Análise estatística 

As diferenças entre os grupos foram avaliadas usando análise de 

variância (ANOVA) de duas vias com o teste de comparações múltiplas de 

Bonferroni para os experimentos 1 e 2. Os fatores utilizados no Experimento 1 

foram: lesão (sham e 6-OHDA), tratamento (drogas melatonérgicas) e a 

interação entre esses fatores. No Experimento 2, os fatores analisados por 

ANOVA de duas vias foram: compartimento (familiar e não familiar), tratamento 

(drogas melatonérgicas) e a interação entre esses fatores. Para o Experimento 

3 (Western blot e ensaio de ligação ao [35S]GTPγS) foi utilizado o teste t de 

Student bicaudal não pareado. Os dados foram apresentados como média ± 

erro padrão da média (EPM) e as diferenças foram consideradas significativas 

quando p≤ 0,05. 

 

10. RESULTADOS 

10.1. Efeito antidepressivo da infusão no BO de ratos de melatonina, 
luzindole, IIK7 ou 4-P-PDOT, 7 e 14 dias após a lesão intranigral  

O primeiro experimento avaliou o efeito tipo-antidepressivo da infusão no 

BO de melatonina, luzindole, IIK7 ou de 4-P-PDOT em ratos sham e lesionados 

com 6-OHDA intrangral (Figuras 10-14). 

 No tempo 7 dias após a lesão, a avaliação da imobilidade após a 

administração de melatonina (Figura 10A) por ANOVA de duas vias 

demonstrou efeito significativo da lesão, [F(1,49)=15,79; p=0,0002], e do 

tratamento, [F(1,49)=14,36; p=0,0004]; entretanto a interação lesão x 

tratamento não foi significativa, [F(1,49)=0,051;  p=0,8206]. Para os dados de 

frequência de natação, 7 dias após a lesão (Figura 10B), ANOVA de duas vias 

demonstrou efeito significativo da lesão, [F(1,49)=20,86; p<0,0001], e do 

tratamento, [F(1,49)=16,53; p =0,0002]; porém  não houve efeito da interação 

lesão x tratamento [F(1,49)=1,186; p=0,2816]. Para o grupo sham, a infusão no 

BO de melatonina reduziu a frequência de imobilidade (Figura 10A, p≤0,01), 

quando comparado ao grupo sham veículo, mas não foi observada alteração 

na natação (Figura 10B). A lesão com 6-OHDA resultou em maior frequência 
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de imobilidade (p≤0,05) e menor frequência de natação (p≤0,001), comparado 

ao grupo sham veículo. O tratamento com melatonina, no grupo lesionado 

resultou em redução significativa da frequência de imobilidade (p≤0,05) e 

aumento da frequência de natação (p≤0,01), quando comparado ao grupo 6-

OHDA veículo. Porém, em relação ao respectivo sham, o grupo 6-OHDA 

melatonina apresentou aumento na imobilidade (p≤0,01) e redução na natação 

(p≤0,05).  

Considerando o tempo de imobilidade avaliado 14 dias após a lesão 

detectou-se que a administração de melatonina (Figura 10C), demonstrou um 

efeito significativo da lesão, [F(1,43) = 9,597; p= 0,0034], e do tratamento, 

[F(1,43)=40,21; p<0,0001]; entretanto a interação lesão x tratamento não foi 

significativa, [F(1,43)=0,009103; p=0,9244]. Para os dados de frequência de 

natação (Figura 11D), a ANOVA de duas vias demonstrou efeito significativo da 

lesão, [F(1,42)=6,590; p=0,0139], e do tratamento, [F(1,42)=34,75; p<0,0001]; 

porém  não houve efeito da interação lesão x tratamento [F(1,42)=0,3953; 

p=0,5329]. No grupo sham 14 dias após a lesão, a infusão no BO de 

melatonina reduziu a frequência de imobilidade (Figura 10C, p≤0,001) e 

aumentou o comportamento de natação (Figura 10D, p≤0,001), quando 

comparado ao grupo sham veículo. A lesão com 6-OHDA resultou em maior 

frequência de imobilidade (p≤0,05) e menor frequência de natação (p≤0,001), 

comparado ao grupo sham veículo. Os animais do grupo 6-OHDA melatonina 

apresentaram significativa redução significativa da frequência de imobilidade 

(p≤0,001) e aumento da natação (p≤0,001), quando comparados ao grupo 6-

OHDA veículo.  O grupo 6-OHDA melatonina aos 14 dias apresentou maior 

frequência de natação (p≤0,05) em relação ao respectivo grupo aos 7 dias 

(Tabela 3) 

Para o grupo luzindole, aos 7 dias após a lesão, o comportamento de 

imobilidade (Figura 11A), demonstrou efeito significativo da lesão, 

[F(1,48)=8,753; p=0,0048], e do tratamento,  [F(1,48)=34,67; p<0,0001], não 

houve, entretanto, efeito da interação lesão x tratamento [F(1,48)=0,039; 

p=0,8435]. Em relação ao comportamento de natação para o grupo luzindole 

aos 7 dias (Figura 11B), ANOVA de duas vias demonstrou significante efeito 



50 
  

 

 

para a lesão, [F(1,48)=10,34; p=0,0023], tratamento [F(1,48)=46,01; p<0,0001], 

e interação lesão x tratamento [F(1,48)=0,030; p=0,8628]. Para o grupo sham 

aos 7 dias, a administração de luzindole no BO reduziu o comportamento de 

imobilidade (p≤0,001; Figura 11A) e aumentou a frequência de natação 

(p≤0,001; Figura 11B), quando comparado ao grupo sham veículo. A 

administração de luzindole, 7 dias após a lesão com 6-OHDA, resultou em 

diminuição da imobilidade e aumento da natação comparado aos grupos 6-

OHDA veículo (Imobilidade: p≤0,001; Natação: p≤0,001) e sham luzindole 

(Imobilidade: p≤0,05; Natação: p≤0,05).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

Figura 10. Efeito tipo-antidepressivo da infusão de MLT na camada glomerular do 
BO. Frequência de imobilidade e natação após a infusão de melatonina na camada 
glomerular do bulbo olfatório de ratos (A, B) 7 e (C, D) 14 dias após a lesão intranigral 
com 6-OHDA. As barras representam a média ± erro padrão da média e os círculos 
representam o número de animais em cada grupo.  

*
p≤ 0.05; 

**
p≤ 0.01; 

***
p≤ 0.001. 

ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni. MLT: melatonina, Veículo: DMSO. 

A C 

B D 

7 DIAS 14 DIAS 
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No comportamento de imobilidade no grupo luzindole aos 14 dias 

(Figura 11C) não se demonstrou efeito significativo da lesão, [F(1,38)=0,2883; 

p=0,5945], tratamento,  [F(1,38)=2,365; p=0,1324], e mesmo  da interação 

lesão x tratamento [F(1,38)=3,112; p=0,0858]. No mesmo grupo, o 

comportamento de natação (Figura 12D), não demonstrou efeito associado à 

lesão, [F(1,38)=0,0006859; p=0,9792], tratamento [F(1,38)=2,229; p=0,1437], e 

para a interação lesão x tratamento [F(1,38)=2,469; p=0,1244]. Considerando o 

grupo sham aos 14 dias, a administração de luzindole no BO reduziu o 

comportamento de imobilidade (p≤0,05; Figura 11C) e aumentou a frequência 

de natação (p≤0,05, Figura 11D), quando comparado ao grupo sham veículo. A 

administração de luzindole no BO de ratos lesionados não alterou os 

comportamentos de imobilidade (Figura 11C) e natação (Figura 11D), 

comparado aos grupos 6-OHDA luzindole (p>0,05 e p>0,05, respectivamente) 

e sham luzindole (p=0,2459 e p=0,5923, respectivamente). A comparação entre 

os grupos 6-OHDA luzindole aos 7 e 14 dias, demonstrou a maior frequência 

de imobilidade (p≤0,001) e menor frequência de natação (p≤0,001) aos 14 dias 

para esse grupo (Tabela 3).  
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Para a frequência de imobilidade, o tratamento com IIK7 aos 7 dias 

(Figura 12A), demonstrou efeito significativo dos fatores lesão, [F(1,45)=4,487; 

p=0,0397], e tratamento, [F(1,45)=7,808; p=0,0076], mas não demonstrou 

efeito significativo da interação entre os estes, [F(1,45)=0,3021; p=0,0890]. Em 

relação à frequência de natação (Figura 12B), a ANOVA de duas vias 

demonstrou efeito significativo dos fatores lesão, [F(1,48)=7,099; p=0,0105], 

tratamento, [F(1,45)=4,481; p=0,0395], e da interação entre os fatores, 

Figura 11. O bloqueio de receptores melatonérgicos do BO reverte comportamento 
tipo-depressivo induzido pela lesão de 7 dias com a 6-OHDA. Frequência de imobilidade 
e natação após a infusão de luzindole na camada glomerular do bulbo olfatório de ratos (A, 
C) 7 e (B, D) 14 dias após a lesão intranigral com 6-OHDA. As barras representam a média 
± erro padrão da média e os círculos representam o número de animais em cada grupo.  
*
p≤0,05; 

**
p≤0,01; 

***
p≤0,001. ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni. LUZ: 

luzindole, Veículo: etanol 50%, BO: bulbo olfatório. 

A C 

B D 

7 DIAS 14 DIAS 
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[F(1,45)=9,082; p=0,0041]. O grupo 6-OHDA veículo apresentou maior 

frequência de imobilidade (p≤ 0,05) e menor frequência de natação (p≤0,001), 

comparado ao grupo sham veículo. O grupo sham IIK7 apresentou aumento de 

imobilidade (p≤0,01) e redução do comportamento de natação (p≤0,001) 

comparado ao grupo sham veículo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

Para os dados de imobilidade no grupo tratado com 4-P-PDOT aos 7 

dias (Figura 13A), a ANOVA de duas vias demonstrou efeito significativo da 

lesão, [F(1,52)=0,1277; p=0,7223], do tratamento, [F(1,52)=0,0069; p=0,9341], 

e da interação entre os fatores lesão x tratamento, [F(1,52)=13,66; p=0,0005]. 

A análise da frequência de natação (Figura 13B) revelou um efeito significativo 

da lesão, [F(1,52)=0,4522; p=0,5043], do tratamento, [F(1,52)=0,0240; 

p=0,8870], e da interação entre esses fatores, [F(1,52)=21,41; p<0,0001]. Já o 

grupo sham 4-P-PDOT aos 7 dias apresentou maior frequência de imobilidade 

(Figura 13A; p≤0,05) e menor frequência de natação (Figura 14B; p≤0,01) 

quando comparado ao grupo sham veículo. Entretanto, a administração de 4-P-

PDOT, no grupo lesionado aos 7 dias, reduziu a imobilidade e aumentou a 

7 DIAS 

A B 

Figura 12: Agonista MT2 seletivo induz efeito tipo-depressivo em ratos. Frequência 
de (A) imobilidade e (B) natação após a infusão de IIK7 na camada glomerular do bulbo 
olfatório de ratos, 7 dias após a lesão intranigral com 6-OHDA. As barras representam a 
média ± erro padrão da média e os círculos representam o número de animais em cada 
grupo.  

*
p≤0,05; 

**
p≤0,01; 

***
p≤0,001. ANOVA de duas vias seguido pelo teste de 

Bonferroni.  
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natação, comparado aos grupos 6-OHDA veículo (Imobilidade: p≤0,05; 

Natação: p≤0,01) e sham 4-P-PDOT (Imobilidade: p≤ 0,01; Natação: p≤0,05). 

Considerando a frequência de imobilidade do grupo tratado com 4-P-

PDOT aos 14 dias (Figura 13C), a ANOVA de duas vias demonstrou um efeito 

significativo do tratamento, [F(1,52)=9,827; p=0,0028], e da interação entre os 

fatores lesão x tratamento, [F(1,52)=14,56; p=0,0004], mas não houve efeito 

significativo da lesão, [F(1,52)=0,5384; p=0,4664]. A análise da frequência de 

natação nesse grupo (Figura 13D) revelou um efeito significativo do tratamento, 

[F(1,51) = 8,817; p= 0,0045], e da interação entre esses fatores, 

[F(1,51)=16,14; p=0,0002], porém não demonstrou efeito da lesão, 

[F(1,51)=0,7579; p=0,3881]. Os animais do grupo 6-OHDA veículo de 14 dias 

apresentaram maior frequência de imobilidade (p≤0,05) e menor frequência de 

natação (p≤0,055), comparado ao grupo sham veículo. O grupo 6-OHDA 4-P-

PDOT apresentou menor frequência de imobilidade e maior frequência de 

natação quando comprado aos grupos sham 4-P-PDOT (Imobilidade: p≤0,01, 

Natação: p≤ 0,05) e 6-OHDA 4-P-PDOT (Imobilidade: p≤0,001, Natação: 

p≤0,001). O grupo 6-OHDA 4-P-PDOT aos 14 dias apresentou maior 

frequência de natação (p≤0,05) em relação ao respectivo grupo aos 7 dias 

(Tabela 3). 
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Nos grupos aos 7 dias a comparação dos efeitos do luzindole e do 4-P-

PDOT na imobilidade (Figura 14A), por ANOVA de duas vias, demonstrou 

efeito significativo da lesão, [F(1,50)=11,55; p=0,0013], e do tratamento, 

[F(1,50)=30,23; p<0,0001]), mas não houve efeito da interação lesão x 

tratamento, [F(1,50)=0,0246; p=0,8758]. Para os dados da frequência de 

natação (Figura 14B) dos grupos luzindole e 4-P-PDOT, demonstrou-se haver 

um efeito significativo da lesão, [F(1,50)=11,50; p=0,0014], tratamento, 

Figura 13. A ativação parcial de receptores MT2 do BO induz ao comportamento tipo-
antidepressivo. Frequência de imobilidade e natação após a infusão de 4-P-PDOT na 
camada glomerular do bulbo olfatório de ratos (A, B) 7 e (C, D) 14 dias após a lesão 
intranigral com 6-OHDA. As barras representam a média ± erro padrão da média e os 
círculos representam o número de animais em cada grupo.  

*
p≤ 0,05; 

**
p≤ 0,01; 

***
p≤ 0,001. 

ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni. Veículo: DMSO, BO: bulbo 
olfatório. 

7 DIAS 

B D 

A C 

14 DIAS 
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[F(1,50)=52,47; p<0,0001], mas sem efeito significativo da interação lesão x 

tratamento, [F(1,50)=0,0079; p=9292]. O grupo sham luzindole, quando 

comparado ao sham 4-P-PDOT apresentou menor frequência de imobilidade 

(p≤0,001) e maior frequência de natação (p≤0,001). A administração de 

luzindole no grupo 6-OHDA também apresentou menor frequência de 

imobilidade (Figura 15A; p≤0,001) e maior frequência de natação (Figura 15B; 

p≤0,001), quando comparado ao grupo 6-OHDA 4-P-PDOT. 

Enquanto que para os grupos avaliados aos 14 dias o observou-se que 

os efeitos do luzindole e do 4-P-PDOT na imobilidade (Figura 14C), foram 

significativos quanto a interação dos fatores lesão x tratamento, [F(1,43)=7,583; 

p=0,0086], mas não demonstrou-se efeito significativo da lesão, 

[F(1,43)=0,1763; p=0,6767], e do tratamento, [F(1,43)=1,614; p=2108]) 

isoladamente. Para os dados da frequência de natação dos grupos luzindole e 

4-P-PDOT (Figura 14D), verificou-se haver um efeito significativo da interação 

entre os fatores lesão x tratamento, [F(1,43)=5,934; p=0,0191], mas sem efeito 

significativo da lesão, [F(1,43)=0,7327; p=0,3967], e do tratamento, 

[F(1,43)=1,532; p=0,2226]. O grupo 6-OHDA luzindole, quando comparado ao 

6-OHDA 4-P-PDOT apresentou menor frequência de imobilidade (p≤0,05) e 

maior frequência de natação (p≤0,05). 
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10.2. Efeito da administração sequencial de drogas melatonérgicas no 
comportamento tipo-depressivo – 7 e 14 dias após a lesão 

A segunda etapa do Experimento 1 foi avaliar o efeito no comportamento 

tipo-depressivo da administração sequencial de um do luzindole ou do 4-P-

PDOT seguido pela administração de melatonina.  

Os dados de imobilidade dos animais que receberam a infusão de 

luzindole + melatonina, demonstraram haver um efeito significativo da lesão, 

7 DIAS 14 DIAS 

A B 

C D 

Figura 14. Efeito tipo-antidepressivo do LUZ é superior ao do 4-P-PDOT apenas 7 
dias após a lesão.  Frequência de imobilidade e natação após a infusão de luzindole ou 
4-P-PDOT na camada glomerular do bulbo olfatório de ratos (A, B) 7 e (C,D) 14 dias após 
a lesão . As barras representam a média ± erro padrão da média e os círculos 
representam o número de animais em cada grupo.  

*
p≤ 0,05; 

**
p≤ 0,01; 

***
p≤ 0,001. 

ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni.  
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[F(1,89)=0,4296; p=0,5139], do tratamento, [F(1,89)=10,56; p<0,0001], e da 

interação lesão x tratamento, [F(1,89)=7,847; p=0,0001]. Em relação ao 

comportamento de natação nesse grupo, a ANOVA de duas vias demonstrou 

um efeito significativo da lesão, [F(3,89)=0,046; p=0,7274], do tratamento, 

[F(3,89) = 10,91; p< 0,0001], e da interação entre esses fatores, 

[F(3,89)=8,609; p<0,0001]. A administração sequencial de luzindole + 

melatonina apresentou menor frequência de imobilidade (Figura 15A) e maior 

frequência de natação (Figura 15B) apenas nos animais lesionados com 6-

OHDA. Essa diferença pode ser observada quando comparado aos grupos: 6-

OHDA veículo (Imobilidade: p≤0,001; Natação: p≤0,001), 6-OHDA melatonina 

(Imobilidade: p≤0,01; Natação: p≤0,001), sham luzindole + melatonina 

(Imobilidade: p≤0,05; Natação: p≤0,05). No grupo 6-OHDA luzindole é 

observado menor frequência de imobilidade (p≤0,001) e maior frequência do 

comportamento de natação comparado ao grupo 6-OHDA melatonina.  

Considerando o tempo de 14 dias após a lesão, os dados de imobilidade 

dos animais que receberam a infusão de luzindole + melatonina (Figura 15C), 

revelaram a existência de um efeito significativo da lesão, [F(1,88)=10,68; 

p=0,0015], e do tratamento, [F(3,88)=10,54; p<0,0001], mas não demonstraram 

um efeito significativo da interação lesão x tratamento, [F(3,88)=0,2110; 

p=0,8886]. Em relação ao comportamento de natação nesse grupo (Figura 

15D), a ANOVA de duas vias mostrou haver um efeito significativo da lesão, 

[F(1,87)=7,108; p=0,0091], e do tratamento, [F(3,87)=8,340; p<0,0001],  não 

houve um efeito da interação entre esses fatores,  [F(3,87)=0,1188; p=9489]. A 

administração sequencial de luzindole + melatonina, no grupo sham, resultou 

em maior frequência de imobilidade (p≤0,05) e menor frequência de natação 

(p≤0,05) em relação ao grupo sham melatonina. O grupo 6-OHDA luzindole + 

melatonina, comparado ao grupo 6-OHDA melatonina, apresentou maior 

frequência do comportamento de imobilidade (p≤0,05) e menor frequência de 

natação (p≤0,05). No grupo sham luzindole foi observado menor frequência de 

imobilidade (p≤0,05), comparado ao grupo 6-OHDA melatonina. O grupo 6-

OHDA luzindole+melatonina aos 14 dias apresentou maior frequência de 

natação (p≤0,001) em relação ao respectivo grupo aos 7 dias (Tabela 3).  
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Em relação à frequência de imobilidade dos grupos que sofreram a 

administração sequencial de 4-P-PDOT + melatonina, observou-se aos 7 dias 

(Figura 16A) um efeito significativo da lesão, [F(3,100)=0,3201; p=0,5728],  do 

tratamento, [F(3,100)=8,251; p<0,0001], e da interação entre esses fatores, 

[F(3,100)=9,907; p<0,0001]. A análise de ANOVA de duas vias para a 

frequência de natação (Figura 16B) demonstrou efeito significativo da lesão, 

[F(3,100)=0,1222; p=0,8290], do tratamento, [F(3,100)=19,06; p<0,0001], e da 

interação lesão x tratamento, [F(3,100)=12,07; p<0,0001]. A administração de 

7 DIAS 14 DIAS 

A 

B D 

Figura 15. Efeito tipo-antidepressivo do luzindole+melatonina é dependente do 
estágio da DP. Frequências de imobilidade e natação após a administração sequencial 
de luzindole e melatonina, (A, B) 7 e (C, D) 14 dias após a cirurgia estereotáxica. As 
barras representam a média ± erro padrão da média e os círculos representam o número 
de animais em cada grupo.  

*
p≤ 0,05; 

**
p≤ 0,01. ANOVA de duas vias seguido pelo teste 

de Bonferroni. 

C 
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4-P-PDOT e melatonina nos animais lesionados reduziu o comportamento de 

imobilidade (Figura 16A) comparado aos grupos 6-OHDA veículo (p≤0,001), 6-

OHDA melatonina (p≤0,05), 6-OHDA 4-P-PDOT (p≤0,05) e sham 4-P-PDOT + 

melatonina (p≤0,01). A frequência de natação (Figura 16B) foi maior no grupo 

6-OHDA 4-P-PDOT + melatonina, comparado aos grupos: 6-OHDA veículo 

(p≤0,001), 6-OHDA melatonina (p≤ 0,05), 6-OHDA 4-P-PDOT (p≤0,01) e sham 

4-P-PDOT + melatonina (p≤ 0,01). A administração de 4-P-PDOT, no BO de 

animais sham, resultou em maior frequência de imobilidade comparado ao 

grupo sham melatonina (p≤0,001) e menor frequência de natação (p≤0,001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 DIAS 14 DIAS 

A 

B 

C 

D 

Figura 16. Efeito aditivo da associação de 4-P-PDOT + melatonina no 
comportamento tipo-antidepressivo ocorre apenas 7 dias após a lesão intranigral. 
Frequências de imobilidade e natação após a coadministração 4-P-PDOT e melatonina, 
(A, B) 7 e (C,D) 14 dias após a lesão. As barras representam a média ± erro padrão da 
média e os círculos representam o número de animais em cada grupo.  

*
p≤ 0,05; 

**
p≤ 

0,01. ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni. 
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Em relação à frequência de imobilidade dos grupos aos 14 dias e que 

receberam a administração sequencial de 4-P-PDOT + melatonina (Figura 

16C), a ANOVA de duas vias demonstrou haver um efeito significativo do 

tratamento, [F(3,84)=10,19; p<0,0001], e da interação entre os fatores lesão x 

tratamento, [F(3,84)=5,127; p=0,0026], porém não houve um efeito do fator 

lesão, [F(1,84)=0,05356; p=0,8175]. A análise da frequência de natação (Figura 

16D) demonstrou a existência de um efeito significativo do tratamento, 

[F(3,92)=8,350; p<0,0001], e da interação lesão x tratamento, [F(3,92)=7,763; 

p=0,0001], porém não demonstrou-se um efeito significativo do fator lesão, 

[F(1,92)=2,188; p=0,1425].  A administração de 4-P-PDOT + melatonina aos 14 

dias reduziu o comportamento de imobilidade comparado aos grupos 6-OHDA 

veículo (p≤0,001), 6-OHDA melatonina (p≤0,05), 6-OHDA 4-P-PDOT (p≤0,05) e 

sham 4-P-PDOT + melatonina (p≤0,01). A frequência de natação foi maior no 

grupo 6-OHDA 4-P-PDOT + melatonina, comparado aos grupos: 6-OHDA 

veículo (p≤0,001), 6-OHDA melatonina (p≤0,05), 6-OHDA 4-P-PDOT (p≤0,01) e 

sham 4-P-PDOT + melatonina (p≤0,01). A administração de 4-P-PDOT, no BO 

de animais sham, resultou em maior frequência de imobilidade (p≤ 0,001) e 

menor frequência de natação (p≤0,001), comparado ao grupo sham 

melatonina.  

A análise de escalada aos 7 dias (Figura 17A), demonstrou um efeito 

significativo do tratamento, [F(5,117)=5,502; p=0,0001], e da interação lesão x 

tratamento, [F(5,117)=4,115; p=0,0018], porém não houve efeito significativo da 

lesão, [F(1,117)=1,436; p=0,2332]. Em relação à frequência de escalada 

(Figura 17A), o grupo sham melatonina apresentou maior frequência desse 

comportamento comparado aos grupos sham veículo (p≤0,001), sham luzindole 

(p≤0,01), sham 4-P-PDOT (p≤0,001), sham luzindole + melatonina (p≤0,001) e 

sham 4-P-PDOT + melatonina (p≤ 0,01). O grupo 6-OHDA 4-P-PDOT 

apresentou maior frequência de escalada quando comparado ao grupo sham 4-

P-PDOT (p≤0,05). 
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Em relação ao tempo de 14 dias (Figura 17B), a análise do parâmetro 

escalada revelou um efeito significativo do tratamento, [F(5,111)=5,176; 

p=0,0003], e da interação lesão x tratamento, [F(5,111)=3,882; p=0,0031], 

porém não houve um efeito significativo da lesão, [F(1,111)=0,1504; p=0,6989]. 

Ainda, o grupo sham melatonina apresentou maior frequência desse 

comportamento comparado aos grupos sham veículo (p≤0,001), sham luzindole 

(p≤0,001), sham 4-P-PDOT (p≤0,01), sham luzindole + melatonina (p≤0,001) e 

sham 4-P-PDOT + melatonina (p≤0,001).  Enquanto que o grupo 6-OHDA 

melatonina apresentou redução da frequência de escalada, quando comparado 

ao grupo sham melatonina (p≤0,01) (Figura 17B). 

 

 

 

 

Figura 17. Melatonina intraglomerular aumenta o comportamento de escalada em 
ratos.  Frequência de escalada após a infusão de drogas melatonérgicas na camada 
glomerular do bulbo olfatório de ratos (A) 7 e (B) 14 dias após a lesão. As barras 
representam a média ± erro padrão da média e os círculos representam o número de 
animais em cada grupo.  

#
p≤ 0,05; comparado ao respectivo grupo sham; 

**
p≤ 0,01; 

***
p≤ 

0,001; comparado ao grupo sham melatonina. ANOVA de duas vias seguido pelo teste de 
Bonferroni.

7 dias 

A 

14 dias 

B 
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Tabela 3. Comparação entre grupos de 7 x 14 dias nos parâmetros de 
comportamento tipo-depressivo.  

7 dias x 14 dias 
Grupo  Imobilidade Natação 

sham  

Veículo p>0,9 p>0,10 
MLT p=0,2232 p=0,2393 
LUZ p=0,7697 p=0,2562 

4-P-PDOT p= 0,1877 p=0,1279 
LUZ+MLT p=0,8974 p=0,3931 

4-P-PDOT+MLT P=0,7054 p>0,10 

6-OHDA 

Veículo p>0,9 p=0,5369 
MLT p=0,1026 p=0,0424 * 
LUZ p≤0,001 * p=0,0005 * 

4-P-PDOT p=0,1364 p=0,0273 * 
LUZ+MLT p=0,0003 p< 0,0001 * 

4-P-PDOT+MLT P=0,8191 p>0,10 
* p< 0,05; 7 dias x 14 dias. Teste t de Student bicaudal não pareado 

 

 

10.3. Efeito da modulação dos receptores melatonérgicos do BO e a 
função olfatória, 7 e 14 dias após a lesão nigral com 6-OHDA 

Nos grupos sham aos 7 dias (Figura 18A), a ANOVA de duas vias 

demonstrou efeito significativo para o fator compartimento, [F(1,154)=105,2; 

p<0,0001], e para a interação entre os fatores compartimento e tratamento, 

[F(6,154)6,186; p<0,0001], mas sem efeito significativo para o fator tratamento, 

[F(6, 154)=0,004843; p>0,9999]. Os animais do grupo sham veículo, aos 7 dias 

(Figura 19A; p≤0,001), apresentaram maior tempo de permanência no 

compartimento com o odor familiar comparado ao compartimento com odor não 

familiar (p≤0,001). Semelhante ao grupo sham veículo, os grupos sham 

melatonina (p≤0,001), sham luzindole (p≤0,01), sham 4-P-PDOT (p≤0,001) 

também discriminaram os dois odores.  

Para os grupos 6-OHDA aos 7 dias (Figura 18B), demonstrou-se haver 

um efeito significativo do fator compartimento, [F(1,142)=64,86; p<0,0001], e na 

interação entre os fatores, [F(6,142)=3,250; p=0,0050], porém sem efeito do 

fator tratamento, [F(6,142)=0,003441; p>0,9999]. O grupo lesionado aos 7 dias 
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não apresentou diferença estatística no tempo de permanência nos 

compartimentos analisados (p=0,1366), assim como o grupo Zicam (p>0,1), 

utilizado como controle positivo para o prejuízo olfatório. Os animais 6-OHDA 

que receberam a administração de luzindole (p=0,1578) também 

permaneceram tempos semelhantes nos dois compartimentos. Entretanto, os 

animais lesionados que receberam a administração de melatonina (p≤0,001), 4-

P-PDOT (p≤0,001) permaneceram mais tempo no compartimento com o odor 

familiar. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7 DIAS 14 DIAS 

A 

B 

C 

D 

Figura 18. Envolvimento dos receptores de melatonina expressos no BO na função 
olfatória. Tempo de discriminação entre os compartimentos familiar e não familiar de na 
tarefa de discriminação olfatória, após a infusão de MLT, LUZ, IIK7, 4-P-PDOT ou veículo 
(A, B) 7 e (C, D) 14 dias após a cirurgia estereotáxica. As barras representam a média ± 
erro padrão da média e os círculos representam o número de animais em cada grupo.  
**
p≤ 0,01; 

***
p≤ 0,001; compartimento familiar x não familiar. ANOVA de duas vias seguido 

pelo teste de Bonferroni. 
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A análise por ANOVA de duas vias para os grupos sham aos 14 dias 

(Figura 18C) demonstrou um efeito significativo do fator compartimento, 

[F(1,120)=60,91; p<0,0001], e da interação entre os fatores compartimento e 

tratamento, [F(6,120)=2,683; p=0,0177], porém sem efeito do fator tratamento, 

[F(6,120)=0,003125; p>0,9999]. O grupo sham veículo aos 14 dias discriminou 

os dois odores, permanecendo mais tempo no compartimento familiar, 

comparado ao compartimento com o odor não familiar (p≤0,05). Resultados 

semelhantes podem ser observados nos grupos: sham luzindole (p≤0,01), 

sham 4-P-PDOT (p≤0,001). A administração de melatonina (p=0,1583) no BO 

de animais sham resultou em prejuízo olfatório.   

Nos grupos lesionados com a 6-OHDA, aos 14 dias (Figura 18D), a 

demonstrou-se um efeito significativo do fator compartimento, [F(1,120)=98,16; 

p<0,0001], e da interação entre os fatores compartimento e tratamento, 

[F(6,120)=5,409; p<0,0001], mas não demonstrou efeito do fator tratamento, 

[F(6,120)=0,003223; p>0,9999]. No grupo 6-OHDA veículo, aos 14 dias, a 

lesão intranigral não alterou a discriminação olfatória dos animais, sendo que 

esses permaneceram mais tempo no compartimento familiar comparado ao 

compartimento não familiar (p≤0,001). Os grupos 6-OHDA melatonina (p≤0,01), 

6-OHDA luzindole (p≤0,01) e 6-OHDA 4-P-PDOT (p≤0,001) também 

apresentaram maior tempo de permanência no compartimento familiar.  

A infusão de luzindole e melatonina aos 7 dias (p=0,5808) e 14 dias 

(p=0,7632), resultou em prejuízo olfatório em ratos sham (Figura 19A).  No 

grupo 6-OHDA aos 7 dias, o prejuízo olfatório permaneceu nesses animais 

mesmo após a infusão de luzindole + melatonina. A infusão de 

luzindole+melatonina, no grupo 6-OHDA, aos 14 dias, resultou ausência de 

discriminação entre os dois compartimentos (p=0,6557). 

A administração de 4-P-PDOT + melatonina no grupo 6-OHDA, aos 7 

dias (Figura 19B), resultou na restauração da função olfatória (p≤0,001). Os 

grupos sham (7 e 14 dias) e 6-OHDA  (14 dias) que receberam a administração 

sequencial permaneceram discriminando os dois odores,  com preferência pelo 

compartimento com o odor familiar.   
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10.4. Expressão de RNAm dos receptores MT1 e MT2 no BO 

Foi avaliada a expressão dos genes MTR1NR e MTR2N, responsáveis 

pela síntese dos receptores MT1 e MT2, respectivamente (Tabela 4). A 

expressão do gene MTR1N no BO foi menor nos animais 6-OHDA 4-P-PDOT 

aos 7 dias comparado ao grupo sham 4-P-PDOT (p=0,059). Porém, não foram 

observadas diferenças na expressão de receptores MT1 entre os grupos sham 

e 6-OHDA aos 7 e 14 dias. O grupo 6-OHDA melatonina aos 14 dias 

apresentou a expressão de MT1RN aumentada em relação ao respectivo grupo 

aos 7 dias  (p≤0,05). A análise da expressão do gene MTR2N no BO também 

não demonstrou diferenças significativas entre os grupos sham e 6-OHDA aos 

7 dias. 

 

 

 

 

A B 

Figura 19. Prejuízo olfatório pela infusão de luzindole+melatonina no BO de ratos.  
Discriminação olfatória de ratos (A) sham e (B) 6-OHDA após a infusão de luzindole + 
melatonina ou 4-P-PDOT + melatonina no BO, de 7 e 14 dias após a lesão intranigral com 
6-OHDA. As barras representam a média ± erro padrão da média e os círculos representam 
o número de animais em cada grupo.  

***
p≤ 0,001; compartimento familiar x não familiar. 

ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Bonferroni. 



67 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 4.  Expressão relativa dos níveis de RNAm para MT1 e MT2 no BO, 7 e 14 dias após a lesão 
intranigral com 6-OHDA. 

Grupos 
7 dias    14 dias 

MT1 MT2   MT1 

sham 

Veículo 1,2x10-2 ± 6,4x10-3 1,5x10-3 ± 
1,0x10-3   1,4x10-2 ± 1,4x10-2 

Melatonina 1,8x10-1 ±1,4x10-1  4,5x10-4 ± 
4,5x10-4   4,6x10-1 ± 4,3x10-1  

Luzindole 1,9x10-2 ± 1,5x10-2      5,9x10-4 ± 4,05x10-4 

4-P-PDOT 6,7x10-3 ± 7,7x10-4      2,5x10-2 ± 6,5x10-3  

Luzindole + melatonina 1,7 x10-3 ± 1,5x10-3 1,1x10-3 ± 
8,9x10-4   8,2x10-3 ± 3,6x10-3  

4-P-PDOT + melatonina 6,3x10-5 ± 1,9x10-5  1,9x10-4 ± 
5,5x10-6    5,05x10-3 ± 4,2x10-3  

6-OHDA 

Veículo 3x10-3 ± 1,2x10-3 7,4x10-3 ± 
2,4x10-3    8,6x10-1± 8,4x10-1 b 

Melatonina 1,5x10-3 ± 1,210-3  2,4x10-3 ± 
1,4x10-3   1,09x10-1 ± 3,7x10-

2  a 

Luzindole 3,6x10-3 ± 2,7x10-3  1,4x10-3 ± 
1,2x10-3   1,6x10-2 ± 1,6x10-2 

4-P-PDOT 2,0x10-3 ± 1x10-3 *     4,5x10-2 ± 2,8x10-2  

Luzindole + melatonina 7,8x10-4 ± 3,6x10-4  1,2x10-4 ± 
1,9x10-5    1,9x10-2 ± 1,2x10-2  

 
c  

4-P-PDOT + melatonina 1,6x10-3 ± 1,3x10-3 2,5x10-4 ± 
9,7x10-5   1,6x10-2 ± 1,3x10-2  

A expressão foi normalizada pelos níveis de HPRT (E=2^-ΔCt). Os valores representam a média ± 
erro padrão da média. Cada amostra (n=2-5) foi avaliada em triplicata. *p≤0,059; comparado ao 
respectivo grupo sham,   ap≤0,05;  bp≤0,073, ;  cp≤0,081 relativo a expressão de MT1 aos 7 dias x 14 
dias.   Valores expressão como média. Teste t de Student bicaudal não pareado.  
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A verificação da integridade do RNA extraído foi avaliada por eletroforese, 

pela presença das bandas 28S e 18S (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10.5. Ativação dos receptores melatonérgicos no BO de ratos  

A investigação da presença e ativação dos receptores da melatonina no 

BO foi realizada pelo ensaio de ligação ao [35S]GTPγS seguido por 

imunoprecipitação das proteínas Gi ou Gq. No hipotálamo (Figura 21A), 

utilizado como controle positivo, as membranas incubadas com iodomelatonina 

apresentaram maior ativação das proteínas Gi (p≤0,05) e Gq (p≤0,05), 

comparado ao estado basal. No BO (Figura 21B) a presença do composto 

iodomelatonina aumentou a ativação das proteínas Gi, comparado ao estado 

basal (p≤0,05). Esse resultado pode ser observado pelo aumento de ligação de 

[35S]GTPγS à amostra quando incubado com o agonista melatonérgico 

iodomelatonina.  

 

1 2 3 4 5 Amostras 
(RNA total) 

←   28S 
←   18S 

Figura 20. Eletroforese para RNA para avaliação da integridade das amostras. As 
bandas 28S, 18S e 5S demonstram a presença de RNA ribossômico nas amostras de 
RNA total extraídas pelo método TRIzol.  

← 5S 
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10.6. Análise da expressão da via ERK  

A análise da expressão da via ERK pela melatonina foi realizada no BO 

e hipotálamo de ratos. No hipotálamo (Figura 22A), a administração 

intraperitoneal de melatonina (10 mg/kg) aumentou a expressão de ERK 

fosforilada (p≤0,05) comparado aos ratos que receberam a injeção de veículo 

(grupo basal). Entretanto, no BO não houve diferença entre os animais que 

receberam melatonina ou veículo (Figura 22B). 

 

 

 

A 

B 

Figura 21. Receptores de melatonina do BO ativam a proteína Gi. Porcentagem em 
relação ao basal de ligação ao [35S]GTPγS após a ativação dos receptores 
melatonérgicos pela iodomelatonina (IMLT) no (A) hipotálamo e no (BO). As barras 
representam a média ± erro padrão da média. *p≤0,05 em relação ao respectivo grupo 
basal. Teste t de Student bicaudal não pareado.  
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10.7. Imunofluorescência para os receptores MT1 e MT2 no BO de ratos 

As análises qualitativas e de co-localização por imunofluorescência 

demonstraram a presença de neurônios imunorreativos para a enzima TH na 

camada glomerular do BO. As imunomarcações produzidas pelos anticorpos 

J50 (Figura 23) e A06 (Figura 24), para os receptores MT1, demonstram existir 

uma co-localização com a marcação obtida para os neurônios TH-ir. 

 

 

 

 

 

 

A

35 

tERK 

35 

Hipotálamo 

MLT basal 

pERK1/2 

Figura 22. Melatonina não induz fosforilação da ERK1/2 no BO. Géis representativos 
da detecção de pERK1/2 e ERK 1/2 por Western blot em ratos tratados com melatonina 
(10 mg/kg) ou com veículo (basal). A quantificação da ativação da via ERK1/2 pela 
melatonina foi avaliada no (A) hipotálamo e (B) BO de ratos. Dados representados como 
média ± erro padrão da média. n=3-4 ratos. *p≤0,05, com relação ao respectivo grupo 
basal. Teste t de Student bicaudal não pareado.  

B 

35 

pERK1/2 

35 

Bulbo olfatório 

basal MLT 

tERK 
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 DAPI A THB J50 C MERGE D

DAPI E TH F J50 G MERGE H

DAPI I THJ J50 K MERGE L

Figura 23. Microscopia de fluorescência demonstrando a imunorreatividade para receptores MT1 
no BO de ratos. As imagens representativas demonstram a (A, E, I) marcação do núcleo, com DAPI, (B) 
controle negativo para a marcação de TH, (F, J) neurônios que expressam TH, (C) controle negativo para 
reação com o anticorpo J50, imunorreatividade para receptores MT1 utilizando o anticorpo J50 (G) 10 
μg/ml e (K) 50 μg/ml, (D, H, L) sobreposição das imagens (merge). As setas indicam a localização da 
camada glomerular do BO. TH: tirosina hidroxilase.  
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Figura 24. Microscopia de fluorescência demonstrando a imunorreatividade para receptores 
MT1 no BO de ratos. As imagens representativas demonstram a (A, E, I) marcação do núcleo, com 
DAPI, (B) controle negativo para a marcação de TH, (F, J) neurônios que expressam TH, (C) 
controle negativo para reação com o anticorpo A06, imunorreatividade para receptores MT1 
utilizando o anticorpo A06 (G) 5 μg/ml e (K) 10 μg/ml, (D, H, L) sobreposição das imagens (merge). 
As setas indicam a localização da camada glomerular do BO. TH: tirosina hidroxilase.  
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Em relação à avaliação da densidade dos receptores MT2, foi possível 

observar a sobreposição da marcação dos neurônios TH-ir com a marcação 

obtida pelos anticorpos H06 (Figura 25), I81 (Figura 26) e A84 (Figura 27). O 

anticorpo H06 (anti-MT2), também produziu intensa imuno-marcação nas 

camadas mais internas do BO.  

 

 

 

 

Figura 25. Microscopia de fluorescência demonstrando a imunorreatividade 
para receptores MT2 no BO de ratos. (A, D, G, J) marcação do núcleo com DAPI 
(em azul), (B) controle negativo para a reação com o anticorpo H06, (E) anticorpo 
H06, 10 μg/ml (em vermelho), (H) controle negativo para a reação com o anticorpo 
anti-TH, (K) neurônios TH imunorreativos (em verde), (C, F, I, L) sobreposição das 
imagens (merge). As setas indicam a localização da camada glomerular do BO. 
TH: tirosina hidroxilase.  
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Figura 27. Imunorreatividade para receptores MT2 no BO. (A, E, I) marcação do núcleo com DAPI 
(em azul), (B) controle negativo para a reação com o anticorpo anti-TH, (C) controle negativo para a 
reação com o anticorpo A84, (F, J) neurônios TH imunorreativos (em verde), anticorpo A84 (G) 10 
μg/ml e (K) 50 μg/ml (em vermelho), (D, H, L) sobreposição das imagens (merge). As setas indicam a 
localização da camada glomerular do BO. TH: tirosina hidroxilase.  

DAPI A TH B I81 C MERGE D 

DAPI E I81 G TH F 

DAPI I TH J I81 K MERGE L 

Figura 26. Imunorreatividade para receptores MT2 no BO. (A, E, I) marcação do núcleo com DAPI 
(em azul), (B) controle negativo para a reação com o anticorpo anti-TH, (C) controle negativo para a 
reação com o anticorpo I81, (F, J) neurônios TH imunorreativos (em verde), anticorpo I81 (G) 10 μg/ml 
e (K) 50 μg/ml (em vermelho), (D, H, L) sobreposição das imagens (merge). As setas indicam a 
localização da camada glomerular do BO. TH: tirosina hidroxilase.  

MERGE H 



74 
  

 

 

11. DISCUSSÂO 

A etapa inicial do Experimento 1 foi avaliar o envolvimento da modulação 

dos receptores melatonérgicos presentes no BO de ratos no comportamento 

tipo-depressivo, 7 e 14 dias após a  lesão com 6-OHDA na SNpc. 

O modelo de DP induzido pela neurotoxina 6-OHDA induziu ao 

comportamento tipo-depressivo 7 dias após a lesão, demonstrado pelo teste de 

natação forçada modificado (Figura 10A, 10B). Esse efeito permaneceu mesmo 

após 14 dias após a lesão (Figuras 10C, 10D). Como demonstrado na 

literatura, em apenas 7 dias a 6-OHDA induz ao comportamento tipo-

depressivo, e esse efeito pode ser observado até 23 dias após uma única 

exposição a essa neurotoxina (Santiago et al., 2010). Em contrapartida, no 

modelo de DP pela neurotoxina rotenona o comportamento tipo-depressivo é 

observado apenas: a) 23 dias após a lesão intranigral (Santiago et al., 2010); 

ou b) pela a administração prolongada e sistêmica (Bassani et al., 2014). 

Dessa forma, para a avaliação do comportamento tipo-depressivo na DP, o 

modelo induzido pela 6-OHDA está bem estabelecido na literatura e apresenta 

vantagens em relação a outras neurotoxinas. Estudos demonstraram que o 

comportamento tipo-depressivo induzido pela 6-OHDA ocorre pela redução de 

neurotransmissores (dopamina, serotonina e noradrenalina) em estruturas 

envolvidas na depressão, tais como a SNpc, estriado, córtex pré-frontal e 

hipocampo (Kamińska, Lenda, Konieczny, Czarnecka, & Lorenc-Koci, 2017; 

Santiago et al., 2014; Tadaiesky et al., 2008). 

Diversos estudos demonstram uma relação entre o sistema olfatório e a 

ocorrência de depressão, como no modelo de bulbectomia (pela retirada 

cirúrgica do BO de roedores) (Maturana et al., 2014; van Riezen, Schnieden, & 

Wren, 1976), bem como em pacientes com rinite alérgica ou hiposmia (Bedolla-

Barajas et al., 2017; Deems et al., 1991). Os distúrbios olfatórios (Ansari & 

Johnson, 1975) e depressivos (Mayeux, Stern, Rosen, & Leventhal, 1981) 

também estão associados à DP. Em relação à associação entre depressão e 

DP, é sugerido o envolvimento do sistema melatonérgico na depressão 

associada à DP. De fato, tanto a melatonina quanto alguns de seus análogos 

sintéticos apresentam efeitos antidepressivos na DP (Avila et al., 2015; Bassani 
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et al., 2014; Noseda et al., 2014). Com a descrição de genes MTNR1A e 

MTNR1B, e receptores MT1 e MT2, expressos no BO, foi questionado o 

possível envolvimento desses receptores com a função olfatória e 

comportamento tipo-depressivo em um modelo de DP. Desta forma, o estudo 

aqui apresentado se configura como sendo absolutamente inédito e inovador 

no que tange a investigação de um possível envolvimento dos receptores de 

melatonina nesses distúrbios não motores da DP.  

Nos grupos lesionados com a 6-OHDA, a melatonina reverteu o efeito 

tipo-depressivo induzido por essa neurotoxina. Esse efeito da melatonina no 

BO foi observado em animais tanto no grupo lesionados há sete dias, quanto 

nos que tinham recebido a infusão intranigral de 6-OHDA há 14 dias (Figura 

10C). O efeito tipo-antidepressivo da melatonina é descrito em diferentes 

modelos de depressão, como no modelo de estresse crônico moderado, pela 

administração crônica de dexametasona e no modelo de neuroinflamação 

mediado pelo lipopolissacarídeo (LPS) (Detanico et al., 2009; Ruksee, 

Tongjaroenbuangam, Mahanam, & Govitrapong, 2014; Taniguti et al., 2018). 

No contexto da DP, a melatonina induziu ao efeito tipo-antidepressivo modelo 

animal induzido pela rotenona (Bassani et al., 2014). Estudos têm demonstrado 

que os possíveis mecanismos pelos quais a melatonina induz ao efeito 

antidepressivo são extremamente diversos, como: a) interação com o sistema 

dopaminérgico (Binfaré, Mantovani, Budni, Santos, & Rodrigues, 2010); b) 

interação com o sistema serotonérgico (Micale, Arezzi, Rampello, & Drago, 

2006); c) envolvimento com a via L-arginina óxido nítrico e dos receptores N-

metil-D-aspartato, NMDA (Mantovani, Pértile, Calixto, Santos, & Rodrigues, 

2003); d) aumento da neurogênese hipocampal (Ramírez-Rodríguez et al., 

2014; Ruksee et al., 2014) e níveis de BDNF (Imbesi, Uz, & Manev, 2008); e) 

inibição do sistema ceramida/ácido esfingomielinase (Hoehn et al., 2016); f) 

regulação da MAO-A (Stefanovic et al., 2016) e g) bloqueio de receptores de 

melatonina MT2 (Sumaya, Masana, & Dubocovich, 2005).  

A infusão de luzindole no BO em ratos sham (Figura 11) apresentou 

efeito tipo-antidepressivo, no entanto, só reverteu o comportamento tipo-

depressivo induzido pela 6-OHDA no grupo de 7 dias, enquanto que nos 
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animais lesionados de 14 dias, o luzindole, não apresentou efeito. O luzindole é 

um antagonista competitivo de receptores MT1 e MT2, e apresenta alta 

seletividade para os receptores de melatonina, uma vez que não interage com 

receptores α- e β-adrenérgicos, 5-HT1, 5-HT2, muscarínicos, adenosinérgicos, 

histaminérgicos e benzodiazepínicos (M. Dubocovich, Mogilnicka, & Areso, 

1990; Margarita L Dubocovich, 1987). A redução do comportamento tipo-

depressivo pelo luzindole é consistente com relatos prévios em camundongos 

da linhagem C3H/HeN (M. Dubocovich et al., 1990). Em contraste ao 

demonstrado por estudos que utilizaram camundongos C3H/HeN, em outras 

linhagens como a C57B/6 e ND/4, o luzindole não reduz a imobilidade 

(Adamah-Biassi, Hudson, & Dubocovich, 2014; M. Dubocovich et al., 1990). É 

importante ressaltar que mesmo com diferenças metodológicas entre os 

estudos, até o momento, não havia relatos na literatura do efeito tipo-

antidepressivo do luzindole: a) mediante administração local no BO, b) em 

ratos e c) em modelo de DP.  

Apesar de ser sugerido o envolvimento dos receptores MT2 no efeito 

tipo-antidepressivo da melatonina, e de alguns de seus análogos sintéticos 

(Liu, Clough, & Dubocovich, 2017; Sumaya et al., 2005), não existem estudos 

avaliando esse papel dos receptores MT2 em estruturas específicas, como no 

BO.  Portanto, no presente estudo, foi verificado o efeito no comportamento 

tipo-depressivo pela modulação seletiva dos receptores MT2, expressos na 

camada glBO, por um agonista MT2 (IIK7) ou um agonista parcial MT2 (4-P-

PDOT). Nesse sentido, a administração do IIK7 no BO de ratos sham, aos 7 

dias, resultou em efeito tipo-depressivo (Figura 13A). Uma nota de observação 

se faz necessária nesse momento, o efeito aqui descrito, induzido pelo IIK7 no 

BO, só está demonstrado aos 7 dias pós lesão, uma vez que devido a 

descontinuidade de produção dessa droga pelo seu único fabricante (Sigma-

Aldrich), não foi possível darmos continuidade aos experimentos no tempo de 

14 dias.  

Corroborando com um trabalho anterior de nosso grupo que demonstrou 

o efeito tipo-antidepressivo do 4-P-PDOT (Noseda et al., 2014), a infusão de 4-

P-PDOT, no BO, foi capaz de reverter o efeito tipo-depressivo induzido pela 6-
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OHDA aos 7 (Figura 13A, 13B) e 14 dias (Figura 13C,13D). Porém, em animais 

sham o 4-P-PDOT resultou em efeito tipo-depressivo em ratos sham aos 7 dias 

(Figura 13A), enquanto que aos 14 dias não alterou esse comportamento 

(Figura 13C).  

Em células expressando receptores melatonérgicos humanos, ensaios 

de binding de competição utilizando os radioligantes 2-[125I]-iodomelatonina ou 
3H]-melatonina demonstram alta afinidade do 4-P-PDOT pelos receptores MT2, 

em comparação com os receptores MT1. Dubocovich et al (1997) demonstraram 

que o 4-P-PDOT apresenta 300 vezes maior afinidade por receptores MT2, em 

relação ao MT1, em células COS-7, enquanto que em células NIH3T3 e CHO 

(Chinese hamster ovary cells) a afinidade desse composto é, respectivamente, 

22 000 e 61 vezes maior para MT2 em comparação aos receptores MT1 

(Browning, Beresford, Fraser, & Giles, 2000; Nonno et al., 1999). O 4-P-PDOT 

foi descrito inicialmente como um antagonista altamente seletivo para 

receptores MT2, pois inibiu o bloqueio da liberação de dopamina na retina de 

coelhos (Margarita L. Dubocovich et al., 1997) e a mudança de fase no NSQ 

(Margarita L Dubocovich, Yun, Al-ghoul, Benloucif, & Masana, 1998), sendo 

ambos efeitos induzidos pela melatonina. Entretanto, estudos utilizando tecidos 

(Lotufo, Lopes, Dubocovich, Farsky, & Markus, 2001) e cultura de células 

(Browning et al., 2000; Nonno et al., 1999) demonstraram que o 4-P-PDOT 

apresenta atividade de agonista parcial. No trabalho de Lotufo e colaboradores 

(2001) a melatonina e o 4-P-PDOT bloquearam o rolamento leucocitário na 

microcirculação de ratos. Esse efeito de agonista do 4-P-PDOT foi bloqueado 

pela administração prévia do luzindole. Nonno e colaboradores (1999) 

demonstraram aumento da ligação de [35S]-GTPgS às membranas tratadas 

com 4-P-PDOT, semelhante a agonistas como a melatonina e iodomelatonina, 

enquanto que o antagonista luzindole aumentou a ligação em comparação ao 

basal. Semelhante a melatonina, o 4-P-PDOT apresentou efeito agonista ao 

inibir a produção de AMP cíclico (AMPc) de forma concentração-dependente 

(Browning et al., 2000). Entretanto, o 4-P-PDOT foi considerado um agonista 

parcial, apresentando baixa atividade intrínseca (AI=0,37), em comparação a 

melatonina (AI=1) (Nonno et al., 1999). No presente trabalho, o 4-P-PDOT foi 
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escolhido inicialmente para ser utilizado como uma antagonista, porém, como 

relatado por outros estudos, observamos efeito de agonista desse análogo 

melatonérgico. Desta forma, podemos sugerir que o efeito tipo-antidepressivo 

do 4-P-PDOT no modelo de DP ocorre pela ativação parcial dos receptores 

MT2 do BO de ratos, uma vez que esse efeito foi semelhante ao da melatonina.  

  O envolvimento de receptores MT2 de melatonina no comportamento 

tipo-depressivo é sugerido por diversos trabalhos. Foi observado que 

camundongos nocaute para os receptores MT2 apresentam maior 

comportamento anedônico, no teste de preferência a sacarose, comparado a 

animais selvagem e nocaute para MT1 (Liu et al., 2017). No estudo de Sumaya 

e colaboradores (2005), foi evidenciado que o efeito tipo-antidepressivo do 

luzindole é dependente do bloqueio dos receptores MT2 da melatonina, uma 

vez que animais nocaute para esses receptores não apresentavam redução na 

imobilidade em resposta ao luzindole. Dentro do contexto de DP, a 

administração estriatal de 4-P-PDOT reduziu o comportamento tipo-depressivo 

em um modelo de DP induzido pela neurotoxina rotenona  (Noseda et al., 

2014). Por outro lado, assim como observamos no presente trabalho com o 

IIK7 no BO, a administração estriatal de um agonista MT2, 8-M-PDOT, não 

alterou o comportamento tipo-depressivo no modelo de DP induzido por 

rotenona. Desta forma, os resultados do presente trabalho, assim como de 

estudos anteriores (Noseda et al., 2014), demonstram o envolvimento dos 

receptores MT2 no efeito tipo-antidepressivo na DP. Esse efeito pode ser 

observado independente do modelo de DP utilizado, rotenona ou 6-OHDA, 

assim como do local de administração do antagonista, estriado ou BO.  

Aos 7 dias, a comparação entre o 4-P-PDOT e o luzindole demonstrou 

que o efeito tipo-antidepressivo do luzindole foi superior ao 4-P-PDOT em 

animais sham e lesionados (Figuras 14A, 14B). Em oposição a esses dados, 

aos 14 dias (Figuras 14C, 14D) o 4-P-PDOT foi mais eficaz  que o luzindole em 

reduzir o comportamento de imobilidade dos animais.  

O presente trabalho demonstrou que a administração no BO de 

agonistas (melatonina e 4-P-PDOT) e o antagonista não seletivo (luzindole), 

reduzem o comportamento tipo-depressivo. Esses dados, assim como outros já 
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presentes na literatura (Bassani et al., 2014; M. Dubocovich et al., 1990; 

Sumaya et al., 2005), levantam a questão de como a melatonina, um agonista 

endógeno, apresenta o mesmo efeito que antagonistas em relação ao 

comportamento tipo-depressivo.  Apesar, de não estar estabelecido por qual 

mecanismo o bloqueio dos receptores MT2 resulta em efeito tipo-

antidepressivo, foi proposto que o efeito tipo-antidepressivo dos antagonistas 

melatonérgicos se deva pelo bloqueio da ligação da melatonina endógena aos 

seus receptores (M. Dubocovich et al., 1990). Essa hipótese se baseia na 

ausência de efeito tipo-antidepressivo pela administração sistêmica, e aguda, 

de melatonina em camundongos, sendo que o luzindole reduziu a imobilidade 

desses animais. De fato, esses resultados corroboram com efeito 

antidepressivo em pacientes Parkinsonianos durante a terapia de exposição à 

luz, que atua inibindo a melatonina endógena (Paus et al., 2007; Rutten et al., 

2016). Entretanto, no presente trabalho, a administração aguda de melatonina 

no BO apresentou efeito tipo-antidepressivo em animais sham e 6-OHDA (aos 

7 e 14 dias). Uma explicação plausível para esse efeito recai sobre a 

internalização dos receptores de melatonina. A exposição à melatonina reduziu 

a ligação de 2-[125I]-iodomelatonina aos receptores, bem como diminuiu a 

densidade de receptores MT2, mas não MT1, na superfície das células, 

resultando no aumento de receptores MT2 em seu interior (Gerdin, Masana, 

Rivera-Bermudez, et al., 2004). Nesse estudo de Gerdin et al. (2004), a 

internalização foi observada expondo as células a concentrações fisiológicas 

de melatonina (30 pM) ou suprafisiológicas (10 nM) por longos períodos de 

tempo (480 min), mas a exposição por apenas 10 min à concentração 

suprafisiológica já foi capaz de reduzir presença de receptores MT2 na 

superfície celular. Ademais, foi demonstrado que a internalização de receptores 

MT2 de melatonina, assim como outros GPCRs, ocorre pela fosforilação do 

terminal-C por GPCRs kinases que resulta no recrutamento de proteínas 

chamadas β-arrestinas, que se ligam ao terminal fosforilado do receptor, e 

subsequente internalização dos receptores em endossomos, assim o receptor 

não está mais disponível na membrana plasmática (Jockers et al., 2008; 
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Maurice, Kamal, & Jockers, 2011; Sethi, Adams, Pollock, & Witt-Enderby, 

2008). 

Desta forma, é possível propor que o efeito tipo-antidepressivo 

observado ocorra pela internalização dos receptores MT2 do BO após a 

administração de melatonina, bem como do agonista parcial 4-P-PDOT 

(Gerdin, Masana, Ren, Miller, & Dubocovich, 2003). Outra evidência que 

suporta essa hipótese é o fato da concentração de melatonina utilizada no 

presente trabalho (1 μg/μl) corresponder a uma dose suprafisiológica (4,30 mM 

ou 4300 nM) do hormônio, inclusive sendo superior a concentração 

considerada suprafisiológica (10 nM) no estudo de Gerdin e colaboradores 

(2004).   

Em relação ao luzindole, um estudo demonstrou a internalização de MT1 

em células CHO expressando receptores humanos MT1 expostas a 1 μm  

luzindole (Bondi et al., 2008), enquanto que concentrações superiores a 10 μm 

de luzindole reduziram a ligação a 2-[125I]-iodomelatonina em células 

expressando MT2 (Gerdin, Masana, & Dubocovich, 2004). Assim, na 

concentração utilizada no presente trabalho (17 mM) é possível que o luzindole 

induza o comportamento tipo-antidepressivo aos 7 dias pela internalização de 

receptores MT1 e MT2. Entretanto, a internalização de receptores 

melatonérgicos frente a esse antagonista só foi relatada em sistemas 

transfectados, e não em modelos in vivo. Ademais, não foi observado efeito 

tipo-antidepressivo do luzindole em animais 6-OHDA aos 14 dias. Essa  

ausência de efeito tipo-antidepressivo também pode ser observada no grupo 6-

OHDA luzindole + melatonina aos 14 dias, demonstrando que a infusão de 

melatonina não altera o efeito do luzindole. Assim, tanto a administração 

sequencial de luzindole + melatonina, quanto apenas o luzindole, ambos aos 

14 dias, não replicaram o efeito tipo-antidepressivo observados em 7 dias. 

Esses resultados sugerem um possível envolvimento da melatonina endógena 

durante os estágios iniciais da DP que poderia estar induzindo o efeito tipo-

antidepressivo. Em condições basais, a melatonina é sintetizada na microglia, 

mas sua produção é aumentada frente a processos inflamatórios, 

apresentando uma importante função na fagocitose (Adriessa Aparecida dos 
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Santos, 2015) e na neuroproteção (Pinato et al., 2015). Portanto, é possível 

que a melatonina sintetizada na micróglia frente ao insulto da 6-OHDA induza o 

efeito tipo-antidepressivo observado nos grupos luzindole e luzindole + 

melatonina aos 7 dias. Porém, aos 14 dias devido ao avanço da 

neurodegeneração a melatonina sintetizada na micróglia não seja suficiente 

para induzir a um efeito tipo-antidepressivo, assim não sendo observadas 

alterações no comportamento tipo-depressivo do grupo 6-OHDA luzindole. 

Outro fator que pode ter modificado o efeito do luzindole no 

comportamento tipo-depressivo nos dois tempos testados são alterações na 

expressão de receptores melatonérgicos. No presente trabalho foi observado o 

aumento na expressão do RNAm para o receptor MT1 no grupo 6-OHDA 

veículo aos 14 dias (p=0,073) em comparação respectivo grupo aos 7 dias 

(Tabela 4). De forma semelhante, Kang e colaboradores (2016) relataram o 

aumento na expressão de MTNR1A no mesencéfalo ventral de ratos, 8 

semanas após a lesão com 6-OHDA. Deste modo, é possível sugerir que o 

aumento de MT1 em estágios avançados da DP no modelo de 6-OHDA e altere 

o efeito tipo-antidepressivo de drogas, como do luzindole.  

A administração sequencial de 4-P-PDOT + melatonina em animais 6-

OHDA resultou em um efeito tipo-antidepressivo superior em comparação à 

melatonina ou 4-P-PDOT isolados, sugerindo um efeito aditivo das duas drogas 

melatonérgicas. Efeitos aditivos de antidepressivos também foram relatados 

pela administração combinada e sistêmica de melatonina e imipramina em 

camundongos (Ergün, Orhan, & Karaaslan, 2008). Em humanos, a buspirona 

(ansiolítico, agonista parcial de receptores 5-HT1a e D2) associada à melatonina 

apresentou efeito antidepressivo superior ao da monoterapia com buspirona 

(Fava et al., 2012). A indução ao comportamento tipo-antidepressivo pela 

administração de 4-P-PDOT + melatonina permaneceu aos 14 dias, porém o 

não demonstrou o efeito aditivo observado aos 7 dias, podendo estar 

relacionado com o avanço da neurodegeneração induzida pela 6-OHDA.  

O terceiro parâmetro avaliado no teste de natação forçada modificado foi 

à frequência de escalada (Figura 17). Os grupos sham melatonina aos 7 

(Figura 17A) e 14 dias (Figura 17B) apresentaram maior frequência de 
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escalada comparado aos outros grupos sham. (Detke & Lucki, 1995; Detke et 

al., 1995). O comportamento de escalada está relacionado a drogas que atuam 

no sistema noradrenérgico.  

O presente trabalho também avaliou o envolvimento dos receptores de 

melatonina na função olfatória no modelo de DP induzido pela 6-OHDA, 7 

(Experimentos 2A, 2C) e 14 dias (Experimentos 2B, 2D) após a lesão. A tarefa 

de discriminação olfatória utilizada para avaliar o prejuízo olfatório induzido 

pela neurotoxina foi padronizado por Prediger et al. (2006), e baseia-se nas 

observações de Carr e colaboradores (1976) da preferência de ratos machos 

pelo próprio odor em comparação com a ausência de odor.   

Os animais sham, em 7 (Figura 18A) e 14 dias (Figura 18C),  exibiram a 

função olfatória intacta, observado pela discriminação entre os compartimentos 

(odor familiar x odor não familiar). Como esperado, os grupos Zicam e 6-OHDA 

em 7 dias (Figura 18B) não discriminaram os compartimentos com o odor 

familiar e odor não familiar. Apesar de ambos os grupos resultarem em 

prejuízos olfatórios os mecanismos pelos quais o Zicam e a 6-OHDA atuam 

são distintos. A administração intranasal de Zicam resulta em necrose do 

epitélio olfatório e degeneração dos receptores sensoriais olfativos (Lim et al., 

2009). Por outro lado, a 6-OHDA intranigral além de induzir a 

neurodegeneração nigroestriatal, lesiona a via nigro-olfatória  (Höglinger et al., 

2015). A via nigro-olfatória projeta neurônios dopaminérgicos da SNpc para as 

camadas internas do BO, como a camada plexiforme externa, camada mitral e 

camada granular, assim, a neurodegeneração da SNpc também resulta na 

redução de neurônios dopaminérgicos no BO. Uma suposta resposta 

compensatória a redução de projeções da SNpc seria o aumento no número de 

interneurônios dopaminérgicos na camada glomerular, e foi sugerido estar 

relacionado com a disfunção olfatória em pacientes com DP (Mundiñano et al., 

2011), assim como um modelo de Pakinsonismo induzido pela rotenona 

(Rodrigues et al., 2014). Porém, no modelo de DP induzido pela 6-OHDA já foi 

demonstrado que o prejuízo olfatório não está meramente relacionado a 

alterações na densidade de neurônios TH-ir na camada glomerular do BO 

(Höglinger et al., 2015; Ilkiw et al., 2018).  
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A descrição da via nigro-olfatória, permitiu o melhor entendimento da 

interação entre essas duas estruturas e o inicio do distúrbio olfatório na DP, 

pois foi observada a relação entre uma lesão no BO e a posterior degeneração 

da SNpc, corroborando com a hipótese de Hawkes, Shephard e Daniel (1999), 

de que a DP tem início no BO. Adicionalmente, o estagiamento topográfico 

(estágios 1-5) proposto por Braak e colaboradores, demonstrou a presença de 

agregados de alfa-sinucleína, inicialmente no BO (estágio 1), enquanto que na 

SNpc foi observado em fases mais avançadas da DP (estágio 3). 

Posteriormente, e confirmando a hipótese de Braak et al., foi demonstrada a 

propagação de agregados de alfa-sinucleína pelo encéfalo a partir do BO, esse 

feito foi evidenciado após a injeção da proteína no BO de camundongos e a 

posterior presença desses agregados proteicos em diversas estruturas 

encefálicas (Rey, Petit, Bousset, Melki, & Brundin, 2013).  

Contrastando com os resultados observados em 7 dias, os animais 6-

OHDA aos 14 dias (Figura 18D) permaneceram um maior período no 

compartimento com odor familiar, sugerindo que o prejuízo olfatório induzido 6-

OHDA presente em 7 dias foi revertido após 14 dias da lesão. Apesar desse 

resultado já ter sido demonstrado na literatura (Ilkiw et al., 2018; Tadaiesky et 

al., 2008), o mecanismo pelo qual induz o retorno da função olfatória após a 

lesão com 6-OHDA ainda não é conhecido. Entretanto, Ilkiw e colaboradores 

(2018) demonstraram que a restauração da função olfatória, 14 dias após 

infusão intranigral de 6-OHDA, não é dependente do aumento no número de 

neurônios TH-ir glomerulares. Entretanto, os autores sugerem a presença de 

um mecanismo compensatório do sistema olfatório, em particular, pelo 

aumento da neurogênese, com a migração de neuroblastos provenientes da 

zona subventricular que chegam ao BO pela via rostral migratória (Brann & 

Firestein, 2014). A diferenciação dessas células em interneurônios 

dopaminérgicos e GABAérgicos ocorre nas camadas glomerular e granular do 

BO em aproximadamente 7 dias (Lazarini et al., 2014). Portanto, como 

sugerido por Ilkiw e colaboradores (2018), é plausível propor que o retorno da 

função olfatória observado no grupo 6-OHDA aos 14 dias ocorra pela 

restauração da lesão da via nigro-olfatória.   
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Em relação à modulação dos receptores e a função olfatória, a 

administração de melatonina no BO de ratos lesionados, aos 7 dias, reverteu o 

prejuízo olfatório induzido pela neurotoxina (Figura 18B). Já aos 14 dias, o 

grupo sham melatonina exibiu prejuízo olfatório (p=0,1583; Figura 18C), mas 

os animais 6-OHDA melatonina, aos 14 dias, apresentaram a função olfatória 

normal (Figura 18D).  

Avaliando a função olfatória frente à infusão de luzindole ou 4-P-PDOT, 

ambos não alteraram a discriminação olfatória nos grupos sham (7 e 14 dias). 

No grupo 6-OHDA, o 4-P-PDOT reverteu o prejuízo olfatório induzido pela 6-

OHDA (7 e 14 dias), enquanto que no grupo 6-OHDA luzindole de 7 dias o 

prejuízo olfatório se manteve presente (Figura 18B). Entretanto, no grupo de 14 

dias o luzindole prejudicou a discriminação olfatória dos animais 6-OHDA 

(Figura 19D).  

A infusão de luzindole+melatonina em ratos sham (Figura 19A), resultou 

em prejuízo olfatório, observado nos grupos de 7 e 14 dias.  Em animais 6-

OHDA, essa administração sequencial também prejudicou a discriminação 

olfatória em 14 dias (Figura 19B). Em relação aos grupos sham 4-P-

PDOT+melatonina, não foram observadas alterações na olfação desses 

animais (Figura 19A). Aos 7 dias, a administração de 4-P-PDOT+melatonina 

reverteu o prejuízo olfatório induzido pela 6-OHDA (Figura 19B), enquanto que 

nos animais 6-OHDA em 14 dias não houve influência do tratamento na 

olfação.   

Resumidamente, a administração sequencial de luzindole+melatonina 

prejudicou a olfação dos animais sham (7 e 14 dias) e 6-OHDA (14 dias), além 

disso não reverteu o prejuízo olfatório presente no grupo 6-OHDA. Em 

contraste a esse grupo, a infusão de 4-P-PDOT + melatonina não alterou a 

função olfatória de animais sham (7 e 14 dias), porém no grupo 6-OHDA de 7 

dias reverteu o prejuízo olfatório induzido pela neurotoxina.  

Diversos trabalhos, pré-clínicos e clínicos, demonstram correlação entre 

depressão e distúrbios olfatórios, além da função olfatória ser um marcador de 

sucesso terapêutico durante o tratamento da depressão (Croy & Hummel, 

2017). Entretanto, a relação causa-consequência entre a depressão e o 
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prejuízo olfatório ainda não está bem definida. No entanto, na DP a depressão 

e a hiposmia parecem ser dois fatores independentes (Hasegawa, Onuma, 

Nakamura, Kumon, & Horiuchi, 2016). Rossi e colaboradores (2015) 

demonstraram que pacientes depressivos com DP apresentavam o mesmo 

prejuízo olfatório que indivíduos Parkinsonianos sem depressão. 

Diferentemente dos distúrbios olfatórios, alterações na função visual estão 

relacionadas com a depressão na DP, uma vez que a distinção de cores foi 

inferior em pacientes depressivos com DP, comparado a indivíduos 

Parkinsonianos não depressivos (Li et al., 2018). No presente trabalho, os 

animais 6-OHDA aos 14 dias apresentaram o restabelecimento da função 

olfatória, porém os distúrbios tipo-depressivos permaneceram nesse grupo. 

Apesar do trabalho não ter como objetivo relacionar a presença da depressão 

com os distúrbios olfatórios na DP, esses dados corroboram com os estudos 

em humanos (Hasegawa et al., 2016; Rossi et al., 2015), assim como em 

modelos animais de DP (Ilkiw et al., 2018). 

O presente trabalho também buscou investigar a expressão dos genes 

MTNR1A e MTNR1B, envolvidos na síntese de receptores MT1 e MT2, 

respectivamente, no BO de ratos, e avaliar se no modelo de 6-OHDA intranigral 

ocorrem alterações na expressão desses genes. Os resultados não 

demonstraram diferenças significativas nos grupos 6-OHDA (7 e 14 dias) em 

relação aos grupos sham, na expressão de genes para MT1 e MT2. A presença 

de RNAm para MT1 e MT2 no BO foi descrita unicamente por Corthell e 

colaboradores (2014), sem replicação dos dados por outros grupos até o 

presente momento. Conjuntamente, foi avaliado se o tratamento com drogas 

melatonérgicas poderia influenciar na expressão de MTNR1A e MTNR1B no 

BO. A administração das drogas não modulou a expressão de MTNR1A ou 

MTNR1B no BO, exceto no grupo 6-OHDA 4-P-PDOT aos 7 dias que 

apresentou menor expressão de MTNR1A em relação ao grupo sham 4-P-

PDOT de 7 dias. A redução da expressão de RNAm para MT1 não apresentou 

relação com os resultados comportamentais de depressão e de discriminação 

olfatória, pois o efeito do 4-P-PDOT nos grupos 6-OHDA e sham foi 

semelhante. Comparando os dados de 7 e 14 dias, o grupo 6-OHDA 
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melatonina aos 7 dias que exibiu maior expressão de MTNR1A em relação ao 

grupo 6-OHDA melatonina em 14 dias.   

No estudo de Corthell e colaboradores (2014) a expressão de genes 

relacionados à síntese de receptores de melatonina foi avaliada em diferentes 

momentos do dia durante 48h. Os autores demonstraram que a expressão de 

RNAm para MT1 e MT2 apresenta flutuações, porém diferentemente do NSQ, 

não são alterações rítmicas (Waly & Hallworth, 2015). No presente trabalho, 

entretanto, as amostras utilizadas para o ensaio foram coletadas apenas 

durante o período claro (10:00-11:00h), o que pode ter influenciado a baixa 

quantificação em relação ao demonstrado pelo trabalho de Corthell e 

colaboradores (2014). Deve-se salientar que quantificação de RNAm para MT2 

aos 14 dias foi realizada, porém não foi observada expressão para nenhum dos 

grupos, inclusive para o sham veículo. Desta forma, a degradação das 

amostras pode ter influenciado na quantificação de RNAm.  

O uso de anticorpos para avaliar a presença ou expressão de receptores 

de melatonina ratos e camundongos é um tema ainda em investigação, uma 

vez que atualmente não há anticorpos comerciais anti-MT1 e anti-MT2 

específicos para ratos e camundongos, fato este que limita imensamente o 

emprego de técnicas como Western blot e 

imunohistoquímica/imunofluorescência, como já avaliado e descrito por Corthell 

e colaboradores (2014). Os anticorpos testados no presente trabalho foram 

gentilmente disponibilizados pelo Dr. Ralf Jockers (INSERM, Instituto Cochin, 

Paris, França). Foram utilizados dois anticorpos anti-receptor MT1, J50 (Figura 

23) e A06 (Figura 24), ambos demonstraram produzir imuno-marcação na 

camada glomerular no BO de ratos. Em relação presença de receptores MT2 

no BO, foram testados os anticorpos H06, I81 e A84. A imuno-marcação com 

H06 (Figura 25) demonstrou presença de receptores MT2 na camada 

glomerular do BO, bem como em camadas mais internas do BO, enquanto que 

com os anticorpos A84 (Figura 26) e I81 (Figura 27) a marcação esteve mais 

presente na camada glomerular do BO. No trabalho de Cecon e colaboradores 

(2018) foi avaliada a reatividade desses anticorpos em células HEK23T 

expressando receptores MT1 ou MT2 de camundongo, rato ou humano. Os 
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autores demonstraram, por imunofluerescência, que os anticorpos A06 e J50 

apresentam reatividade para receptores MT1 de camundongo e humano, 

enquanto que os anticorpos A84, H04 e I81 marcam receptores MT2 de 

camundongo e apenas A84 e I81 MT2 humano. Para as células expressando 

MT1 ou MT2 de rato nenhum anticorpo apresentou reatividade. Cecon et al. 

(2018) também demonstraram marcação para os receptores de melatonina na 

retina, NSQ e pineal, porém apenas de camundongos uma vez que o uso de 

modelos nocaute é essencial na validação de anticorpos. Embora Cecon et al. 

(2018) não relataram reatividade dos anticorpos utilizados frente aos 

receptores de melatonina de rato, no presente trabalho os anticorpos foram 

testados in vivo, podendo assim apresentar diferenças com células 

transfectadas.   

Outra forma de investigar a presença de receptores melatonérgicos é 

pela ativação de vias de transdução celular, como da ERK1/2. No presente 

trabalho, a administração de melatonina (10 mg/kg) ativou a via ERK1/2 pelo 

aumento de ERK fosforilada (pERK) no hipotálamo de ratos (Figura 22). 

Entretanto, no BO a melatonina não aumentou a presença de pERK  nessa 

estrutura. Esses dados podem ser interpretados de duas maneiras: 1) a janela 

de tempo (30 min) entre a administração intraperitoneal de melatonina e a 

coleta das estruturas não possibilitou verificar a ativação da via ou 2) a dose de 

melatonina utilizada não ativou a via. Imbesi et al. demonstraram a redução da 

fosforilação de ERK1/2 a partir de 10 min após a exposição de 1 nM de 

melatonina, sendo esse resultado significativo com 30 minutos da 

administração. Os autores também demonstraram ausência de ativação da via 

ERK em células de cerebelo quando incubadas com concentrações de 

melatonina superiores a 10 nM. Portanto, no presente trabalho o tempo entre a 

administração de melatonina e coleta das estruturas, bem como a dose de 

melatonina utilizada podem ter interferido na ativação da via ERK no BO de 

ratos.  

O ensaio de ligação ao [35S]GTPγS foi realizado para investigar a 

presença de receptores de melatonina pela ativação das proteínas Gi e Gq pela 

iodomelatonina. A iodomelatonina resultou na ativação de Gi e Gq no 
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hipotálamo de ratos (Figura 21A). O hipotálamo foi utilizado como controle 

positivo do ensaio, visto que a ativação de Gi e Gq nessa estrutura já está bem 

estabelecida na literatura (Jockers et al., 2016). Em contra partida, no BO, a 

iodomelatonina resultou na ativação apenas da proteína Gi (Figura 21B). Esses 

dados demonstram a presença de receptores de melatonina no BO de ratos, 

bem como a sua co-localização com neurônios dopaminérgicos (TH-ir), sendo 

estes tipicamente neurônios periglomerulares. Além disso, também 

demonstramos, de maneira inédita na literatura, que a ativação desses 

receptores de melatonina no BO ocorre mediante mecanismo dependente de 

proteína Gi. Desta forma, é possível confirmar que os resultados 

comportamentais observados no presente trabalho são decorrentes da 

modulação de receptores melatonérgicos presentes no BO configurando-os 

como possíveis alvos terapêuticos para o alívio dos distúrbios de humor e de 

olfação característicos nas fases iniciais da DP. 
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12. CONCLUSÕES 

Os experimentos para avaliar o envolvimento no comportamento tipo-

depressivo dos receptores melatonérgicos da camada glBO mostraram que a 

modulação pela melatonina, luzindole e 4-P-PDOT reverteram o efeito tipo-

depressivo induzido pela 6-OHDA aos 7 dias. A administração sequencial de 

luzindole + melatonina aos 7 dias reverteu o efeito tipo-depressivo da 6-OHDA, 

mas aos 14 dias esse efeito foi perdido. Foi observado um efeito tipo-

antidepressivo aditivo da administração sequencial de 4-P-PDOT + melatonina 

aos 7 dias.   

Verificou-se também o envolvimento dos receptores de melatonina do BO 

na função olfatória. Em animais 6-OHDA aos 7 dias as modulações pela 

melatonina, IIK7, 4-P-DOT e 4-P-PDOT+melatonina reverteram o prejuízo 

olfatório induzido pela 6-OHDA. Aos 14 dias foi observado o retorno da função 

olfatória dos animais lesionados, enquanto que as infusões de luzindole e 

luzindole+melatonina prejudicaram a olfação do grupo 6-OHDA.  

A quantificação de RNAm para MT1 demonstrou aumento na expressão aos 

14 dias em relação a 7 dias nos animais 6-OHDA (veículo, melatonina e 

luzindole), enquanto que a infusão de 4-P-PDOT  no grupo 6-OHDA aos 7 dias 

reduziu a expressão de RNAm para MT1.  

A presença de receptores melatonérgicos foi confirmada pelo ensaio de 

[35S]GTPγS, evidenciando que a ativação de receptores melatonérgicos 

expressos no BO atua por proteínas Gi. A imunofluorescência confirmou esses 

dados, demonstrando a presença de receptores MT1 e MT2 na camada glBO.  

Desta forma, foram confirmadas a expressão e funcionalidade dos 

receptores de melatonina da camada glBO, bem como demonstrado o  

envolvimento desses receptores no comportamento tipo-depressivo e na 

função olfatória no modelo de DP induzido pela 6-OHDA.   
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