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RESUMO

Dentre os modelos tumorais podemos destacar o tumor ascitico de Ehrlich
(TAE) e as células caco2. Esses modelos experimentais constituem um recurso
util para o estudo da génese tumoral, por permitir quantificacao e analise do
crescimento e regressdo da massa tumoral. Dentre as substancias
oncostaticas a melatonina tem mostrado eficacia em limitar a proliferacdo das
células tumorais. Assim a pesquisa investigou a agdo da melatonina sobre a
proliferacdo de células do carcinoma colénico humano (caco-2) e células
obtidas de um modelo murino do tumor ascitico de Ehrlich. Avaliou-se o
crescimento tumoral, tempo e percentual de sobrevivéncia, ultraestrutura e
metastase das células TAE em camundongos submetidos ou nao a
pinealectomia, utilizando-se as dosagens de 150 e 300ug/30g peso do animal
de melatonina por 12 dias consecutivos. Para as células caco2 investigou-se o
efeito de diferentes concentragcdes (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56 e
0,78ug/mL), in vitro, de melatonina com a finalidade de verificar a citotoxicidade
e a ultra-estrutural. De acordo com os resultados verificou-se que a
circunferéncia abdominal dos camundongos tratados com melatonina foi
reduzida significativamente, sendo mais expressiva na dosagem de 300ug.
Houve reducéao significativa, independente da dosagem, do volume do liquido
ascitico e da viabilidade das células TAE, além do aumento do tempo de vida
dos animais. Ultra-estruturalmente as células TAE apds tratamento com
melatonina mostraram alteracbes morfoldgicas, com a superficie celular
apresentando numerosas projecdes, sendo algumas com bifurcacdo. No
citoplasma evidenciou-se processo de degeneracdo das mitocondrias e
abundantes vacuolos. O nucleo apresentou-se fragmentado e bastante
heterocromatico sem evidencias de nucléolo A analise histopatolégica dos
orgaos revelou metastase nos pulmaoes e rins, apenas nos animais dos grupos
controle. Nos pulmdes foram evidenciadas células tumorais nos alvéolos e
bronquiolos. Nos rins evidenciou-se a presenca das células tumorais tanto na
regiao cortical como também na regido medular. Nao foi observada metastase
no figado, intestino delgado e intestino grosso em nenhum dos animais dos
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grupos experimentais. A citotoxicidade foi inversamente proporcional as
concentracdes de melatonina, sendo a concentragéo 0,78 pug/mL a que causou
maior toxicidade nas células caco-2, seguida da concentracdo 1,56 ug/mL, e a
concentragdo de 50 pg/mL foi a que apresentou a menor citotoxicidade nao
diferindo das demais concentracdes e do controle. O aspecto ultra-estrutural
das células tratados com melatonina ndo mostrou a formacado de
monocamadas. No grupo em que as células caco2 apresentaram menor
citotoxicidade (50 pg/mL de melatonina) foi visualizado alteracao na morfologia
celular, presenca de microvilosidades, nucleo volumoso com areas
heterocromaticas  periféricas, citoplasma com numerosos vacuolos,
degeneracao mitocondrial, ribossomos abundantes e reducéo das reservas de
glicogénio. No entanto, nos tratamentos que mostraram média e alta
citotoxicidade (1,56 e 0,78 ug/mL de melatonina, respectivamente), as células
caco2 apresentaram-se também com morfologia alterada, porém com
caracteristicas de células em degeneracdo pela presenca de numerosos
vacuolos e auséncia de microvilosidades. Foi observado ainda auséncia de
glicogénio, redugao significativa de ribossomos, degeneracdo mitocondrial,
vacuolos, as vezes contendo substancia elétron-lucente, além de fragmentacao
nuclear. Assim, podemos concluir que doses diarias de 150 e 300ug por 30g de
peso do animal de melatonina por 12 dias consecutivos teve uma atividade
oncostatica bastante efetiva sobre as células TAE e que concentragdes de 1,56

e 0,78 pg/mL de melatonina promove citotoxicidade nas células caco2.

PALAVRAS-CHAVE: Pineal, metastase, atividade oncostatica, ultraestrutura,

citotoxidade
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ABSTRACT

Among the tumor models can highlight the Ehrlich ascites tumor (TAE) cells and
CaCO2. These experimental models are a useful resource for the study of tumorigenesis
by allowing quantification and analysis of growth and regression of the tumor mass. Among
the substances oncostaticas melatonin has shown effectiveness in limiting tumor cell
proliferation. Thus the study investigated the action of melatonin on cell proliferation of
human colon carcinoma (Caco-2) cells obtained from a murine model of Ehrlich ascites
tumor. We evaluated tumor growth, time and percentage of survival, metastasis and
ultrastructure of cells in mice undergoing TAE pinealectomy or not, underwent dose of 150
and 300 pg/30g animal weight of melatonin for 12 consecutive days. For cells CaCo-2
investigated the effect of different concentrations (50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 1.56 and 0.78
mg / mL) of melatonin in order to check the cytotoxicity and ultrastructural . According to
the results it was found that the abdominal circumference of melatonin-treated mice was
significantly reduced, more significant at a dose of 300 pg. Significant reduction, regardless
of the dose, the volume of ascites fluid and cell viability TAE, and increasing the lifespan of
the animals. Ultrastructurally TAE cells after treatment with melatonin showed
morphological changes, with the cell surface displaying numerous projections, and some
with fork. In the cytoplasm was evidenced process of degeneration of mitochondria and
abundant vacuoles. The nucleus appeared quite fragmented and without evidence of
heterochromatic nucleolus Histopathology of organs showed metastasis in the lungs and
kidneys, only the control group animals. Lung tumor cells were found in the alveoli and
bronchioles. Kidney revealed the presence of tumor cells both in cortical region but also in
the spinal region. No metastasis was observed in liver, small intestine and large intestine in
any of the animals of the experimental groups. Cytotoxicity was inversely proportional to
the concentrations of melatonin, the concentration 0.78 pg/mL to that caused greater
toxicity in Caco-2 cells, followed by concentration 1.56 pg/mL, and the concentration of
50ug/mL was that showed the lowest cytotoxicity not differing from the other concentrations
and control. The ultrastructural aspect of cells treated with melatonin did not show
formation of monolayers. In the group in which cells showed less cytotoxicity CaCo-2 (50
ug /mL melatonin) was visualized changes in cell morphology, presence of microvilli, large
nucleus with peripheral heterochromatin areas, with numerous cytoplasmic vacuoles,
mitochondrial degeneration, abundant ribosomes and reduction of reserves glycogen.
However, treatments that showed cytotoxicity medium and high (1.56 and 0.78 ug/ml of
melatonin, respectively), CaCo-2 cells also showed altered morphology, but with
characteristics degeneration of cells in the presence of numerous vacuoles and absence of
microvillus. It was also observed absence of glycogen, a significant reduction of ribosomes,

mitochondrial degeneration, vacuoles, sometimes containing electron-lucent substance,
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and nuclear fragmentation. Thus, we can conclude that daily doses of 150 and 300 ng/30g
of body weight of melatonin for 12 consecutive days have a very effective oncostatica
activity on cells TAE and that doses of 1.56 and 0.78 pg/mL Melatonin promotes

cytotoxicity in cells CaCo-2

KEYWORDS: Pineal, metastasis, oncostatica activity, ultrastructure, cytotoxicity
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CAPITULO |

INTRODUCAO

O termo cancer é utilizado para designar o crescimento desorganizado de
células que invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se para outras
regides do corpo, sendo esse processo denominado de metastase. Quando a
atividade mitética € muito intensa, essas células tendem a ser bastante
agressivas tornando-se neoplasias malignas, que constituem a terceira maior
causa de morte no Brasil. Caso contrario, se a multiplicacédo é lenta, tornam-se
tumores benignos que raramente constituem risco de morte (INCA, 2006).

Acredita-se que o mais antigo achado da ocorréncia desta doenga em
seres humanos, refere-se a descricdo encontrada em papiros do antigo Egito,
datados de 1500 a.C, referentes a Ulceras cutdneas que possuiam resisténcia
a tratamentos. Ao longo dos anos, marcos importantes no estudo do cancer
puderam ser registrados, com a classificacdo de Galeno, no ano de 150 de
nossa era, que incluia os hoje conhecido tumores benignos e malignos (DAGLI,
1989).

A carcinogénese é um processo complexo que envolve muitos genes, de
forma especial os que estdo diretamente envolvidos na estabilidade e no
reparo do DNA, crescimento celular, imunidade e quimoresisténcia as drogas.
Genes que normalmente promovem o crescimento e a diferenciacdo da célula
sdo chamados de proto-oncogenes, estes genes quando mutados,
amplificados ou translocados, transformam-se em oncogénes, que Ssao
diretamente responsaveis pela producdo de onco-proteinas causando

proliferacao anormal das células (FRANCO et al., 2010).

24



Geneticamente, a célula possui os genes proliferativos, que séao
responsaveis pela divisao e diferenciacao celular e os genes antiproliferativos,
gue sao responsaveis pela supressdao de tumores, inibindo o ciclo celular ou
induzindo a morte programada (apoptose). Desta forma, a ocorréncia de
transformacdes celulares podem originar um desequilibrio fisiol6gico
(MADELAINE; ZALCMAN, 2005). As células que possuem uma rapida
capacidade de se dividirem sdo mais susceptiveis a carcinorgénese, devido a
menor oportunidade de reparacdo do DNA, antes da divisdo celular (REDDY;
ODHAV; BHOOLA, 2003).

A metéstase depende de uma série de interacbes entre a célula tumoral e
os tecidos do hospedeiro, podendo ser de trés tipos: 1. Por implantes através
de cavidades naturais; 2. Por via sanguinea ou 3. Via linfatica. J4 a invasao
local refere-se as neoplasias benignas que podem invadir os tecidos por
contiguidade, ultrapassando inclusive os limites anatomicos (FRANCO et al.,
2010).

A origem do cancer pode ser favorecida por agentes biolégicos (virus-
HPV16, HPV18, HPV31, HPV33, HPV45, HPV58 e HBV, EBV, HTL), agentes
fisicos (radiacdo ionizante e raios ultravioleta) agentes quimicos presentes em
alimentos —aflotoxinas (FRANCO et al., 2010).

Varios modelos experimentais tém sido propostos na area da oncologia
experimental para o entendimento de alguns mecanismos tais como: biologia
tumoral, volume liquido ascitico e tempo médio de vida dos animais. Esses
modelos fornecem informagdes da interagdo entre o tumor e seu hospedeiro,
aléem de permitir o estudo das caracteristicas referentes ao crescimento

neoplasico e sobre os mecanismos de disseminagao (RI1ZZO, 2000).
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Dentre os modelos tumorais podemos destacar o tumor ascitico de Ehrlich
descrito inicialmente como adenocarcinoma mamario espontaneo em
camundongos (MATSUZAKI et al., 2003; PALERMO-NETO; MASSOCO;
SOUZA, 2003). Este modelo experimental de tumor tem sido um recurso Util
principalmente por permitir uma padronizacdo do numero de células a serem
inoculadas, quantificagdo do crescimento e regressdo da massa tumoral. Esse
tumor tem a capacidade de crescimento rapido no liquido ascitico apds sua
inoculacdo na cavidade peritoneal em roedores (DAGLI; LORIS; GUERRA,
2002). Além disso, esse fluido tumoral pode também ser inoculado por via
intravenosa, facilitando o estudo sobre migracao de células e desenvolvimento
de metastases (RIZZO, 2000).

Inicialmente o tumor de Ehrlich foi desenvolvido experimentalmente sob a
forma soélida, sendo transplantado em animais da mesma espécie.
Posteriormente, surgiu a forma ascitica, ou seja, aquela desenvolvida no
peritdnio de animais inoculados com células tumorais (DAGLI, 1989, DAGLI;
LORIS; GUERRA, 2002). O termo ascite (grego askites significa bexiga, barriga
ou bolsa) é definido como sendo um acumulo de liquido na cavidade peritoneal.
Esta patologia ocorre devido a um aumento da pressdo venosa, a qual se
estende aos capilares do peritbnio causando a transudacéo de liquido para o
abdome ou quando aumenta a pressao nos sinuséides hepaticos (5 a 10
mm/Hg) podendo haver a transudacao pela prépria superficie do figado. Outra
causa da ascite pode ser a diminuicdo da pressao coloidosmética do plasma,
porém as vezes as trés condicdes contribuem para o desenvolvimento dessa

patologia (HAUSBERGER et al., 2001).
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O tumor de Ehrlich, quando injetado intraperitonealmente, tem a
capacidade de crescimento em suspensdo no liquido ascitico e quando
injetadas em tecido subcutaneo, origina o tumor sélido. Apds implantacao na
cavidade peritoneal em camundongos sadios tem-se a formacado de liquido
ascitico tumoral (DAGLI, 1989; SAAD-HOSSNE; HOSSNE; PRADO, 2004).
Estima-se que 10% de todos os casos de ascite em humanos, sdo de origens
neoplasicas, sendo a maioria destas provenientes de tumores gastrointestinais
e ovarianos (SAAD-HOSSNE; HOSSNE; PRADO, 2004).

A vantagem de se utilizar o tumor de Ehrlich em modelos experimentais é
o fato de que ele pode ser transplantado para qualquer linhagem de
camundongo, provavelmente devido a perda da expressdo MHC (Major
Histocompatibility Complex). Esta caracteristica exclui o principal papel do
linfécito T citotéxico durante o desenvolvimento do tumor, indicando que talvez
a imunidade celular ndo seja o principal mecanismo de defesa do hospedeiro
contra esse tipo de tumor (BERGAMI-SANTOS; MARIANO; BARBUTO, 2004).

Estudos, tanto in vitro como in vivo, da eficacia de concentracoes
fisiolégicas e administragdo exdgena do hormdnio melatonina tém mostrado
excelentes resultados na prevencdo e na reducdo do crescimento tumoral,
apesar da maioria dos trabalhos resultarem da experimentacdo animal
(SAUER; DAUCHY; BLASK, 2001; BLASK et al.,, 2002; MEDEIROS et al,,
2003), estudos em humanos (LISSONI et al.,, 2003) com uma variedade de
diferentes cénceres também sugerem uma acao oncostatica da melatonina
(REITER et al., 2003; BARTSCH; BARTSCH, 2006; JUNG; AHMAD, 2006).

Os efeitos da melatonina sobre o tumor ascitico de Ehrlich sdo bastante

contraditérios. Bartsch; Bartsch (1981) foram os primeiros a registrarem um
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duplo efeito da melatonina sobre esse tumor, por observarem tanto
crescimento como inibicdo. Catrina et al. (2001) relataram que o tratamento
com a melatonina diminuiu em 32,5% a taxa de sobrevivéncia de camundongos
inoculados com o tumor ascitico de Ehrlich. Alguns autores citam ainda que a
melatonina tem um efeito promotor no crescimento de outros tipos de tumores
tanto in vivo, bem como in vitro (BARTSCH et al. 2000). Porém, Li; Xu (1997) e
El-Missiry; El-Aziz (2000) mostraram efeitos benéficos da melatonina sobre a
evolucao do tumor de Ehrlich. Esses efeitos contraditérios da melatonina em
alguns tipos de tumores podem sugerir diversos modos de agao desse
hormbénio sobre a génese tumoral, ou que exista alguma substancia
oncostética, ainda desconhecida, na glandula pineal (CATRINA et al., 1999;
2001).

A melatonina, N-acetil-5-methoxi-triptamina, € uma molécula pequena
lipofilica secretada principalmente pela glandula pineal e sua sintese mostra
um padrdo circadiano. Muitos receptores da melatonina s&do encontrados em
diversos 6rgaos o que explica suas multiplas fungdes biolégicas na re-
sincronizagdo de ritmos, inducao do sono, vaso regulacdo, e até mesmo
imunomoduladora (HUETHER, 1993). Além da glandula pineal, a melatonina é
também sintetizada na retina, medula éssea, trato gastrointestinal, e pelos
linfécitos T (WILKINSON, 1991).

Embriologicamente esta glandula se origina de um adelgagcamento e
evaginacao da lamina do teto do diencéfalo, sendo constituida por dois tipos
celulares: os pineal6citos ou células principais, que constituem 95%, e as

células intersticiais ou astrocitos, que constituem 5% do érgdo (REITER, 1983).
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Os pinealécitos captam o tripofano do sangue ao mesmo tempo em que a
noradrenalina interage com receptores adrenérgicos presentes na membrana
dos pinealocitos e desencadeia uma série de eventos bioguimicos
intracelulares. O triptofano é convertido para serotonina através da hidroxilacao
via triptofano 5-hidroxilase e descarboxilagdo via aminoacido aromatico
descarboxilase. A serotonina é entdo convertida em N-acetil-serotonina pela
enzima arilalaquilamina N-acetil transferase. Por fim, a N-acetil serotonina é
metilada para a forma de melatonina pela enzima hidroxi-indole-O-metil
transferase (HIOMT) (TAMURA et al., 2008)

A sintese da melatonina exibe um ritmo circadiano que € gerado por um
relégio bioldgico localizado no nucleo supra-quiasmatico (SCN) no hipotalamo.
O relégio do SCN é regulado 24-horas do dia pelo ciclo claro-escuro natural.
Os sinais de luz percebidos pela retina seguem direto para o SCN que entao
envia sinal para o ganglio cervical superior, e este para a glandula pineal,
reduzindo assim a sintese ritmica da melatonina, a qual é estimulada pela
escuridao (LANOIX et al., 2008).

A eficacia da melatonina em limitar a proliferacdo das células tumorais é
dependente da hora do dia de sua administracao, pois se for realizada no final
da fase clara tem melhor efeito (SAUER; DAUCHY; BLASK, 2001).
Experimentos com variacbes no fotoperiodo para investigar o papel da
melatonina em diversos tipos de tumores indicam que a presenca de luz
artificial a noite deve ter implicacbes no aumento dos casos de cancer
(SCHERNHAMME; SCHULMEISTE, 2004). Além disso, com a evolugdo da

idade, os niveis de melatonina diminuem o que pode contribuir para a maior
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taxa de doencas oncolégicas em pacientes mais velhos (VIJAYALAXMI et al.,
2004).

A literatura relata que a forma de acdo pela qual a melatonina inibe a
proliferacao de células tumorais envolve diferentes mecanismos. No caso de
hepatomas e cancer pulmonar a melatonina atua nos receptores especificos de
membrana, na carioteca das células hepéaticas, limitando o transporte de acido
linoléico (fator de crescimento tumoral) (BLASK et al., 2002). Sabe-se ainda
que a melatonina é um potente agente antioxidante que regula varios
processos fisioldgico no figado além de inibir o crescimento de
hepatocarcinomas (BLASK; DAUCHY; SAUER, 2004).

Nos canceres dependentes de estrégenos, a melatonina reduz a
expressao génica do receptor estrogénico (MOLIS; SPRIGGS; HILL, 1994).
Outros mecanismos sado representados pela capacidade da melatonina em
reduzir a angiogénese (LISSONI et al., 2002), retardar a transicdo da fase G1
para a fase S (REITER et al.,, 2003) e atuar como antioxidante reduzindo
consideravelmente os danos ao DNA pelos radicais livres (KARBOWNIK;
REITER 2000; KARBOWNIK; TAN; REITER, 2000).

A grande incidéncia de cancer em todo mundo faz com que cada vez
mais aumente as pesquisas e terapias, mais seguras e eficazes, para
prevencao e combate do mesmo (OLIVEIRA; PINHEIRO; VALADARES, 2005).
Apesar dos esforcos desprendidos, o sucesso no tratamento de determinados
tumores tem se mostrado discreto, devido ao grau de agressividade da doenca
e aos mecanismos de disseminacao das células neoplasicas, e principalmente
pela toxicidade medular causada pelos agentes anti-neoplasicos devido a

auséncia de seletividade destes apenas para as células neoplasicas, o que
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limita em muito o tratamento (RAFFERTY; HICKSON; LASHFORD, 1996;
ASLANI et al., 2000; HUSSAR, 2001).

As células Caco-2 sdo bastante requeridas para estudos de absorcgéao,
pois a linhagem é originaria do epitélio do cdlon humano e exibe caracteristicas
estruturais e funcionais in vitro muito préximas as do epitélio normal (PINTO et
al., 1983; VAN BEERS et al., 1995).

Em estudos de permeabilidade in vitro com células tumorais Caco-2,
sugerem que a melatonina seja bem absorvida no trato gastrointestinal em
seres humanos (YELESWARAM et al., 1997). Essas células sdo ainda pouco
estudadas com relagdo a acdo da melatonina, o que faz despertar o interesse
sobre o efeito antioxidante desse hormdnio e suas repercussdes sobre a
referida linhagem.

Apesar de varios trabalhos sugerirem a melatonina como um potencial
agente anticancer, ndo ha provas clinicas suficientes para definir o verdadeiro
potencial terapéutico desse hormdnio no tratamento de canceres em humanos,
levantando a hip6tese de que 0 mesmo possa apresentar reagdes adversas
(BARTSCH et al., 2000; CATRINA et al., 2001). Portanto, é de fundamental
importancia a investigacdo de compostos ditos anti-neoplasicos com o objetivo
de conhecer a real efetividade desses compostos sobre a génese tumoral em

modelos in vivo e in vitro.
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Um dos modelos utilizados para o estudo do cancer é o tumor ascitico de Ehrlich
(TAE), devido a sua capacidade de crescimento em suspensdo no liquido, permitir uma
padronizacao do nimero de células a serem inoculadas, quantificagdo do crescimento e
regressdo da massa tumoral. Dentre as substincias oncostiticas a melatonina tem
mostrado eficidcia em limitar a proliferacdo das células tumorais. Entretanto, estudos
mostraram efeitos contraditérios da melatonina sobre o TAE. Assim, a presente
pesquisa investigou a acdo da melatonina sobre o crescimento tumoral, tempo e
percentual de sobrevivéncia, ultraestrutura e metdstase das células TAE em
camundongos submetidos ou ndo a pinealectomia. Os animais foram inoculados com 5
x 10° células/mL e tratados ou ndo com melatonina exogena com doses de 150 e
300ng/30g de peso do animal, por 12 dias. A melatonina reduziu significativamente a
circunferéncia abdominal, o volume do liquido ascitico e a viabilidade das células TAE,
elevando os indices do tempo e percentual de sobrevivéncia dos camundongos. Ultra-
estruturalmente o tratamento com melatonina revelou modificagdes na forma das células
com a superficie celular mostrando numerosas projecdes, sendo algumas bifurcadas,
vacuolizagdo citoplasmatica, degeneracdo mitocondrial e fragmentacdo nuclear,
caracteristicas peculiares da apoptose. A histopatologia nao revelou metdstase no
figado, intestino delgado e intestino grosso em nenhum dos animais dos grupos
experimentais, entretanto este processo foi evidenciado nos pulmdes e rins, sendo
inibido pela administracdo da melatonia. Assim, concluimos que doses de 150 e
300ug/30g peso do animal de melatonina por 12 dias tém atividade oncostética bastante
efetiva sobre as células TAE.

Palavras-chave: pineal, tumor, metdstase, ultraestrutura, histopatologia
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1. Introducao

A melatonina, um hormonio da glandula pineal, possui efeito antioxidante devido
a sua natureza lipofilica e hidrofilica além da sua habilidade para passar todas as bio-
barreiras com facilidade, e a sua disponibilidade para todos os tecidos e células
(MARTINS, 2009). Devido ao seu aspecto antioxidante, estudos tém demonstrado o
importante papel da melatonina no tratamento do cancer, apresentando uma inibi¢do do
crescimento de células malignas, tanto in vivo como in vitro (BARTSCH et al., 2001),
além de inibir o crescimento de hepatocarcinomas (OHTA; KONGO; KISHIKAWA,
2003; OKATANI et al., 2003; CARRILLO-VICO et al., 2005).

A eficicia da melatonina em limitar a proliferacdo das células tumorais é
dependente da hora do dia de sua administragcdo, pois se for realizada no final da fase
clara tem melhor efeito (SAUER; DAUCHY; BLASK, 2001). Experimentos com
variagdes no fotoperiodo para investigar o papel da melatonina em diversos tipos de
tumores indicam que a presenca de luz artificial a noite deve ter implicacdes no
aumento dos casos de cincer (SCHERNHAMME; SCHULMEISTE, 2004). Além
disso, com a evolucdo da idade, os niveis de melatonina diminuem o que pode
contribuir para a maior taxa de doencas oncoldgicas em pacientes mais velhos
(VIJAYALAXMI et al., 2004).

Um dos modelos utilizados para o estudo do cancer € o tumor ascitico de Ehrlich
(TAE), devido a sua capacidade de crescimento em suspensdo no liquido ascitico apés a
sua inoculacdo, além de permitir uma padronizacdo do nimero de células a serem
inoculadas, a quantificacdo do crescimento assim como a regressao da massa tumoral
(DAGLI; LORIS; GUERRA 2002). Entretanto, estudos tém mostrado -efeitos

contraditérios da melatonina sobre o TAE. Bartsch; Bartsch (1981) foram os primeiros a
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registrarem um duplo efeito da melatonina (3-4ug/g) sobre o TAE em camundongos,
por observarem tanto crescimento como inibi¢do, quando administrada pela manha e no
final da tarde, respectivamente. Catrina et al. (2001) relataram que o tratamento com a
melatonina (250pg/animal) diminuiu em 32,5% a taxa de sobrevivéncia de
camundongos inoculados com o TAE. Contudo, Li; Xu (1997) e El-Missiry; El-Aziz
(2000) mostraram efeitos benéficos da melatonina (50mg/Kg) sobre a evolug¢do do TAE.

Alguns autores citam ainda que a melatonina tem um efeito promotor no
crescimento de outros tipos de tumores tanto in vivo, bem como in vitro (BARTSCH et
al., 2000). Os efeitos contraditérios da melatonina em alguns tipos de tumores podem
sugerir diversos mecanismos desse hormonio sobre a génese tumoral (CATRINA et al.,
1999; 2001). Assim, o presente trabalho teve como objetivo responder as seguintes
indagacOes: a) animais pinealectomizados tratados ou ndo com melatonina exdgena com
doses didrias de 150 e 300ug por 30g de peso do animal promove reducido do
crescimento tumoral (volume e “morte” (inviabilidade) das células neopldsicas)? b) se
positivo, ocorre interferéncia no tempo de vida? c) se positivo, ocorre alteracdes

ultraestruturais nas células neoplésicas? d) se positivo ocorre metastase nos 6rgaos?
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2. Metodologia
O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de Etica institucional de n°.
012/2012

2.1. Local de realizag¢do dos experimentos

A pesquisa foi desenvolvida, nos Laboratérios de Histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco, no
Laboratério de Bioensaios para Pesquisa de Firmacos do Departamento de Antibidticos
da Universidade Federal de Pernambuco e no Laboratério de Imunopatologia Keiso

Asami (LIKA) da Fiocruz.

2.2. Obten¢do e manutencdo dos animais

Foram utilizados 90 camundongos machos Mus musculus da linhagem Swiss/Uni,
com aproximadamente 60 dias, obtidos do biotério do LIKA, pesando aproximadamente
30 + 1g. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Antibidticos da
UFPE, com dgua e alimentacdo ad libitum, a uma temperatura de aproximadamente
2242°C e iluminag@o artificial que estabeleceu um fotoperiodo de 12 horas claro e 12
horas escuro. O protocolo experimental foi aprovado pela Comissio de Etica

institucional, de n°. 012/2012.

2.3. Grupos experimentais

Grupo I — Camundongos ndo pinealectomizados, inoculados com células TAE e

tratados com placebo;
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Grupo II — Camundongos sham-pinealectomizados, inoculados com células TAE
e tratados com placebo;

Grupo III — Camundongos pinealectomizados, inoculados com células TAE e
tratados com placebo;

Grupo IV — Camundongos ndo pinealectomizados, inoculados com células TAE e
tratados com melatonina na dosagem de 150ug por 30g de peso do animal;

Grupo V — Camundongos sham-pinealectomizados, inoculados com células TAE
e tratados com melatonina na dosagem de 150ug por 30g de peso do animal;

Grupo VI — Camundongos pinealectomizados, inoculados com células TAE e
tratados com melatonina na dosagem de 150ug por 30g de peso do animal;

Grupo VII — Camundongos ndo pinealectomizados, inoculados com células TAE
e tratados com melatonina na dosagem de 300ug por 30g de peso do animal;

Grupo VIII — Camundongos sham-pinealectomizados, inoculados com células
TAE e tratados com melatonina na dosagem de 300ug por 30g de peso do animal;

Grupo IX - Camundongos pinealectomizados, inoculados com células TAE e

tratados com melatonina na dosagem de 300ug por 30g de peso do animal;

2.4. Pinealectomia

A pinealectomia foi realizada nos animais previamente anestesiados com
hidrocloridrato de quetamina (80 mg/kg, i.m.) e xilazina (6,0 mg/kg, i.p.). Em seguida,
foi realizada a tricotomia e assepsia da drea dorsal da cabeca. Uma incisao foi feita na
linha média dorsal da cabeca desde a regiao interauricular até a regido interorbitaria. As
abas de pele foram rebatidas, e assim mantidas; a fascia subjacente e o peridsteo

raspado de modo a expor o osso. Com um micromotor de baixa rotacdo e uma broca de
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dentista n°03, foi retirado um fragmento circular da calota de aproximadamente 4 mm
de diametro, tendo como ponto central de referéncia o lambda. Este fragmento foi

colocado em solugao fisiologica a 0,9%.

Apés a retirada do fragmento 6sseo e conseqiientemente visibilizacdo da juncao
do seio venoso sagital superior e transverso (em forma de Y), dois fios de nylon (3-0
Prolene), foram passados delicadamente por baixo do seio sagital, um préximo a
confluéncia dos seios e o outro mais afastado deste ponto, de modo que uma vez

tracionados, se obteve a ligadura deste seio (KUSZAK; RODIN, 1977).

Sob lupa estereoscopica, uma incisao foi realizada entre os dois nds e em seguida,
o né préximo a confluéncia foi afastado para visibilizac@o e retirada da glandula pineal
por intermédio de pingas adequadas (de relojoeiro). A seguir, o fragmento dsseo foi
recolocado e a pele suturada. Apos a retirada da pineal, esta foi fixada em liquido de

Boiiin e processada para inclusao em parafina para confirmag¢ao em microscopia de luz.

O mesmo procedimento foi realizado com os animais submetidos a sham-
pinealectomia, porém sem a retirada da glandula pineal, com o objetivo de eliminar

falsos resultados devido a a¢do do procedimento cirurgico.

2.5. Obtenc¢do das células tumorais

Foi utilizado o tumor ascitico de Ehrlich obtidos de camundongos, mantidos pelo
Laboratério de Farmacologia e Cancerologia Experimental do Departamento de
Antibidticos da UFPE. A manuten¢do do tumor in vivo foi realizada pela injecao
intraperitoneal de 10’ células a cada sete dias em camundongos receptores. Os animais

portadores do tumor foram eutanasiados em camara de CO,. Apds a assepsia da parede
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abdominal com 4lcool iodado realizou-se laparotomia mediana, com retirada de todo o
liquido ascitico possivel, por meio de aspiracdo com seringa de 5 mL sendo o liquido

transferido para um tubo de ensaio seco e estéril mantido sob refrigeracdo.

2.6. Teste de viabilidade celular e cdlculo do volume a ser inoculado

Para contagem de células fez-se inicialmente uma diluicdo de 1:100. Com a
finalidade de se determinar a viabilidade das células tumorais, a suspensdo de células
(0,9 mL) foi acrescido azul tripan (0,1 mL a 0,2%). Em seguida, uma gota da suspensao
foi colocada entre lamina e laminula e realizada a contagem percentual, sendo
consideradas mortas (invidveis) as células que incorporavam o corante e, vivas as que
exclufam o azul tripan. Somente as amostras com viabilidade acima de 95% foram
utilizadas nos experimentos (SAAD-HOSSNE; SAAD-HOSSNE; PRADO, 2004).
Foram contados o nimero de células totais da amostra e o nimero de cé€lulas vidveis
(ndo coradas) e em seguida feito o calculo da porcentagem de viabilidade pela seguinte

férmula:

% de viabilidade celular = n°® células viaveis x 100

n° células totais

Para o célculo do volume a ser inoculado utilizou-se a seguinte féormula:
N°=X.FD.10*

Onde,

N° = Nimero de células por mL;

X = média de células viaveis;

FD- Fator de dilui¢ao utilizado;
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10*- Fator de corre¢do da cdmara de Neubauer.
Em seguida, o volume foi calculado através da seguinte formula:

Ci.Vi=Cf.Vf

Onde, Ci - (concentracdo inicial), Vi- Volume inicial (a ser inoculado nos
animais), Cf — Concentracdo final (25 x 10° células/mL), Vf - Volume final (volume do

TAE necessdrio para inoculagdo em todos os animais dos grupos experimentais).

2.7. Inoculagdo nos animais

Para indug@o do tumor ascitico nos animais, foram injetados 0,5 mL da solu¢do de
concentracdo 25 x 10° células/mL de forma que cada animal recebeu 5 x 107 células/mL
do tumor ascitico de Ehrlich (TAE). A inoculagdo foi realizada por via intraperitoneal

nos camundongos.

2.8. Tratamento com melatonina

A melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina (Sigma Chemical Co. St. Louis, USA)
foi administrada em doses didrias de 150 e 300ug por 30g de peso do animal. Para
tanto, a melatonina foi dissolvida em 0,02 mL de etanol e diluida em NaCl a 0,9% para
uma concentracao final de 5 e 10ug/mL, respectivamente. As injecoes foram aplicadas
via intraperitoneal, sempre no periodo das 18:00 as 19:00h. Nos animais do grupo

controle foram injetados o mesmo veiculo do hormoénio (DAIR et al., 2008). A
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melatonina foi administrada no dia seguinte a inoculacdo do TAE por um periodo de 12

dias.

2.9. Avaliagdo do crescimento tumoral

Ap6s doze dias da inoculagcdo tumoral, cinco animais de cada grupo foram
eutanasiados utilizando cloridrato de quetamina (80 mg/kg, IM) e xilazina (6,0 mg/kg,
IP). A circunferéncia abdominal foi medida com o auxilio de um paquimetro e em
seguida, com auxilio de uma seringa de 10 mL foi coletado todo liquido ascitico da
cavidade abdominal dos camundongos, o qual foi acondicionado em tubos Falcon de

15mL, para mensuracdo do volume.

Para a contagem das células presentes nesse liquido, foi retirada uma aliquota de
100puL do liquido ascitico e colocado em um ependorfrf contendo 100 uL de azul de
tripan e 800 uL de solugdo fisiologica (NaCl 0,9%). As células foram contadas em

camara de Neubauer usando a técnica de exclusao pelo azul de tripan.

O calculo da porcentagem de inibi¢ao do crescimento celular tumoral foi realizado
por meio da férmula: % de inibi¢do do crescimento = 100 . (1-R/C), onde R = nimero
médio de células vidveis no grupo tratado e C = nimero médio de células vidveis no

grupo controle (MBAREK et al., 2007).

2.10. Andlise do tempo de vida
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Os cinco animais restantes de cada grupo foram acompanhados diariamente para
avaliar a expectativa de vida para elaboracido da curva de mortalidade. O ponto final do
experimento foi determinado pela morte espontanea dos animais. O tempo médio de
sobrevivéncia dos animais (MST) e a porcentagem de aumento de sobrevida (%ILS)
foram avaliados. A %ILS e MST foi calculada utilizando as seguintes equacdes

(GUPTA et al., 2004):

MST = (1° dia de morte + dltimo dia de morte) / 2

ILS(%) = [MST grupo tratado / MST grupo controle) — 1] x 100

T/C (%) = (MST do grupo tratado/MST do grupo controle) x 100

De acordo com Gupta et al. (2004) e Orsolic et al. (2005) se o percentual do MST
dos grupos tratados dividido pela média do tempo de sobrevivéncia do grupo controle
(T/C) exceder 125% e o ILS exceder 25%, é um indicativo que a droga testada possui

uma atividade antitumoral significativa.

2.11. Microscopia eletronica de transmissdo

As amostras de células (pellets) para microscopia eletronica de transmissao foram
lavadas em tampao caco pH 7,2, fixadas em 2% glutaraldeido e 4% Paraformaldeido.
Apd6s uma hora, o material foi lavado em tampao cacodilato de sédio 0,IM pH 7,2 e
pos-fixado em tetréxido de 6smio 1%, ferrocianeto de potassio 0,8% e cloreto de célcio

SmM, durante 60 minutos a temperatura ambiente no escuro. As células foram entao
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lavadas no mesmo tampao e desidratadas em acetona (série crescente) e incluidas em
resina Epoxi. Cortes ultrafinos foram coletados em grades de cobre, contrastados em
acetato de uranila 5% por 40 minutos e citrato de chumbo por 5 minutos. A observagao

foi feita em um Microscépio Eletronico de Transmissao Zeiss 900.

2.12. Histopatologia

Logo apds o processo de eutanasia, os 6rgaos (pulmdo, figado, intestino e rins)

foram fixados em formol tamponado a 10% e processados para inclusdo em parafina e

historesina. Os cortes em parafina foram corados pela Hematoxilina-Eosina (HE), e os

de historesina em Azul de Toluidina.

2.13. Andlise estatistica

Os resultados foram expressos em média + desvio-padrdo. As andlises de
variancia (P< 0,05) foram realizadas pelo método ANOVA one way e teste Tukey-

Kramer, utilizando-se o programa GraphPad Prism® versdo 3.02.
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3. Resultados

N

As médias e desvio padrdo referentes a circunferéncia abdominal, volume do
liquido ascitico, células TAE vidveis e tempo de vida dos animais constam na Tabela 1.
De acordo com a andlise estatistica verificou-se que o tratamento com melatonina,
interferiu nos parametros analisados. A circunferéncia abdominal dos camundongos
tratados com melatonina reduziu significativamente em relacdo aos grupos controle. No
entanto, na dosagem de 300ug por 30g de peso do animal a redugao foi mais expressiva.
A andlise do volume do liquido ascitico, células vidveis do TAE e do tempo de vida dos
animais, demonstraram que independente da dosagem de melatonina administrada
ocorreu reducdo significativa no volume do liquido ascitico e das células vidveis do

TAE e aumentou o tempo de vida dos animais.

A Tabela 2 mostra as médias e desvio padrao do tempo de sobrevivéncia (MST),
porcentagem do aumento de sobrevivéncia (ILS) e do percentual do tempo de
sobrevivéncia (T/C) dos camundongos dos grupos experimentais. Estatisticamente
houve um aumento no tempo de sobrevivéncia dos animais tratados com melatonina,
além de ter sido verificado que o T/C de todos os grupos tratados excedeu o percentual
de 125% e que o ILS desses mesmos grupos, foi superior a 25%. Os maiores valores
para esses dois parametros foram observados nos animais sem procedimento cirirgico e
tratados com melatonina em ambas as dosagens.

Ultra-estruturalmente as células tumorais dos grupos controle (GI, GII e GIII)
caracterizaram-se por apresentarem nucleo volumoso, bastante eucromético e nucléolo
bem evidente, além de vesiculas nucleares elétron-luscentes dispersas no nucleoplasma.

No citoplasma foi evidenciado pobreza de organelas, caracterizada por presenca de
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ribossomos livres e mitocondrias pequenas, além de vesiculas lipidicas e vacuolos. A
superficie celular apresentou numerosas projecoes filiformes (Figs. 1A, 1B, 1C e 1D).

O aspecto morfolégico e ultraestrutural das células tumorais apds tratamento com
melatonina nas dosagens de 150 e 300ug dos grupos experimentais mostraram
modificagdes na forma das células tumorais, com a superficie celular apresentando
numerosas projecdes, sendo algumas com bifurcagdo. No citoplasma evidenciou-se
processo de degeneracdo das mitocondrias e abundantes vactolos. O nicleo apresentou-
se fragmentado e bastante heterocromético sem evidencias de nucléolo (Figs. 2A, 2B,
2C e 2D).

A andlise histopatologica dos 6rgaos revelou metéstase nos pulmdes e rins, apenas
nos animais dos grupos controle. Nos pulmdes foram evidenciadas células tumorais nos
alvéolos e bronquiolos (Figs. 3A, 3B e 3C). Nos rins evidenciou-se a presenca das
células tumorais tanto na regido cortical como também na regido medular (Figs. 3D, 3E,
3F e 3G). Nao foi observada metdstase no figado (embora tenha sido observado
aderéncias das células do TAE a cdpsula), intestino delgado e intestino grosso em

nenhum dos animais dos grupos experimentais (Figs. 4A, 4B, 4C, 4D, 4E, 4F e 4QG).
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4. Discussao

Sabe-se que apds serem inoculadas na cavidade peritoneal, as células TAE se
dividem rapidamente, sendo o actimulo de liquido proporcional ao processo de
proliferagcdo (ALTUN, 1996). O liquido ascitico € a fonte direta nutricional para as
células tumorais € um aumento no seu volume seria um mecanismo para atender as
exigéncias nutricionais de células tumorais em crescimento (PRASAD; GIRI 1994;
VENU GOPAL et al., 2011). A sua produgcdo é devida a liberacdo do fator de
permeabilidade vascular, pelas células tumorais, o qual aumenta a pressdo venosa, que
se estende aos capilares do peritonio causando a transudacdo de liquido para o abdome
(SENGER et al., 1983; HAUSBERGER et al., 2001). Assim, a reducao do volume
ascitico nos grupos tratados com melatonina na presente pesquisa acarretando na
reduc¢do da circunferéncia abdominal e viabilidade das células TAE, refletiu no aumento
da expectativa de vida dos animais, critério fundamental para indicar que uma droga
possui uma atividade antitumoral significativa (GUPTA et al., 2004; ORSOLIC;
KOSALEC; BASIC 2005). Esse fato pode estd associado a inibicio do aumento da
permeabilidade vascular por este horménio (LOTUFO et al., 2001; LOTUFO et al.,
2006; KAUR et al., 2008).

Segundo Dima et al. (2000) as células TAE, quando analisadas através de
microscopia eletronica de transmissdo, apresentam nucleo volumoso de contorno
irregular, com cromatina descondensada, nucléolos exuberantes e superficie celular
recoberta por grande quantidade de pequenas projecOes filiformes. No entanto, o
tratamento com melatonina promoveu vacuolizagdo citoplasmatica, degeneracio
mitocondrial e fragmentacdo nuclear. Essas alteragdes ultraestruturais sdo compativeis

com o estabelecimento de um processo apoptdtico nas células TAE (SPERANDIO et
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al., 2000; TOME et al., 2001; GROSSMANN et al.,, 2002). Entretanto, devemos
mencionar que os mecanismos pelos quais a melatonina desencadeia este processo sao
ainda pouco conhecidos (SAINZ et al., 2003). Estudos t€ém mostrado que um dos
mecanismos de acdo da melatonina na apoptose € a via intrinseca a qual € ativada por
estresse intracelular ou extracelular, como privacao de fatores de crescimento, danos no
DNA, hipdxia, dentre outros. Em resposta a estes fatores, a mitocOndria sofre
modificacOes de potencial e permeabilidade de membrana interna. Estas alteracdes
mitocondriais podem ser cruciais para o disparo da morte, podendo facilitar a
translocacdo de proteinas mitocondriais, bloqueio na sintese de ATP e aumento na
producdo de espécies reativas de oxigénio, que leva a oxidagdo de lipidios, proteinas e
acidos nucléicos, além de contribuir para a ativacdo de caspases-9 e 3. O desarranjo
mitocondrial também pode facilitar a liberagcdo de citocromo C para o citoplasma, onde
o mesmo forma complexo com o fator de ativacdo associado a apoptose-1 (APAF-1) e
caspase-9, o chamado apoptossomo, que promove a clivagem da pré-caspase-9,
liberando a caspase-9 ativa, que é capaz de ativar a caspase-3 e provocar a apoptose
(GRIVICICH et al., 2007; PARADIES et al., 2010).

As andlises histopatoldgicas ndo revelaram metastase no figado, intestino delgado
e intestino grosso em nenhum dos animais dos grupos experimentais, entretanto este
processo foi evidenciado nos pulmdes e rins, sendo inibido pela administracdo da
melatonia. Segundo Riabykh; Nikolaeva; Bodrova (2000), Lissoni (2003) e Neto;
Scaldaferri (2005), o efeito oncostitico da melatonina foi reconhecido em diversos
grupos de neoplasias pulmonares, das adrenais e de células renais. Esse efeito
provavelmente estd relacionado a capacidade da melatonina em reduzir a atividade
mitética (ARENDT 2005; BARTSCH; BARTSCH 2006). Segundo Vanecek (1998) a

capacidade que a melatonina possui em reduzir a atividade mitética nas células tumorais
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provavelmente estd ligada aos receptores deste hormodnio, nestas células, envolvendo,
provavelmente, duas vias: uma de inibi¢do da adenil-ciclase e outra de regulacdo do
metabolismo de fosfolipidios e célcio. Outra hipétese, para esta reacdo oncostatica da
melatonina, se relaciona a acdo sobre resposta imunoldgica inespecifica. Receptores de
melatonina ja foram encontrados em linfécitos T-helper e mondcitos. Através da ligacdo
da melatonina aos T-helper, estimula a produg¢do de interleucina-4, que aumenta a
atividade de outras células da resposta imune, principalmente as células "Natural Killer"
(MAESTRONI 1993; SRINIVASAN et al., 2005).

As dosagens utilizadas na presente pesquisa estdo dentro de uma faixa
intermedidria em relacdo as preconizadas na literatura, porém bem acima da quantidade
produzida pelo organismo, o que segundo Hevia et al. (2010) seria necessario para inibir
o crescimento de diversos tipos de tumores. Este fato pode ter conduzido a uma
ampliacdo da onda noturna de melatonina circulante nos animais, periodo em que a
sensibilidade dos receptores para esse hormoOnio nas células TAE atingem niveis
maximos (DILLON; EASLEY; ASCH 2002; BARTSCH; BARTSCH 2006), deixando-
as vulnerdveis a acdo citotoxica da melatonina caracterizada pelas alteracoes
ultraestruturais. Assim, podemos concluir que doses de 150 e 300ug por 30g de peso do
animal de melatonina por 12 dias consecutivos tém uma atividade oncostdtica bastante

efetiva sobre as células TAE.
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Tabela 1: 'Médias e desvio padrio da circunferéncia abdominal, volume do liquido

ascitico, células TAE vidveis e tempo de vida dos camundongos dos grupos

experimentais.
Circunferéncia  Volume do liquido  Células TAE Tempo de vida
Grupos
abdominal (cm) ascitico (mL) vidveis (x 10°  dos animais (dias)
cels./mL)
I 9,96 £0,97* 11,50 + 1,87a 67,00 £ 17,93a 17,20 + 1,64a
II 10,1 £1,15* 11,90 = 2,24a 67,87 £19,77a 15,80 = 1,92a
11 9,92 +0,72* 12,00 +1,58a 66,18 + 17,46a 12,80 + 1,48a
v 8,10 £0,61b 5,80 = 1,30b 33,10+ 1591b 24,00 + 1,41b
\Y 7,86 £0,18b 5,70 £ 0,90b 27,00 £ 11,54b 25,40 + 3,28b
VI 7,66 £0,31b 5,40 +£2,07b 23,770 £ 8,11b 25,60 £2,07b
Vil 6,04 £0,96¢ 4,60 £ 1,51b 15,40 £ 4,53b 24,60 + 2,70b
VIII 5,58 £0,90c 4,50 £ 0,86b 15,70 £4,10b 25,20 £ 2,58b
IX 5,46 £0,51c 4,30+ 1,15b 13,90 £ 5,17b 25,80 = 1,30b

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Tukey-Kramer

pinealectomizados,

(P>0,05). GI, GII e GIII- Animais dos grupos controle nao

sham-pinealectomizados e pinealectomizados respectivamente;

GIV, GV e GVI- Animais tratados com melatonina com 150ug por 30g nao

pinealectomizados,

sham-pinealectomizados e pinealectomizados respectivamente;

GVII, GVIII e GIX- Animais tratados com melatonina com 300ug por 30g ndo

pinealectomizados, sham-pinealectomizados e pinealectomizados respectivamente.
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Tabela 2: "Médias e desvio padrio do tempo de sobrevivéncia (MST), porcentagem do

aumento de sobrevivéncia (ILS) e do percentual do tempo de sobrevivéncia (TC) dos

camundongos dos grupos experimentais.

Grupos MST (dias) ILS (%) T/C (%)
I 12,50 + 2,127 - -
II 14,50 + 6,367 - -
111 15,50 £ 0,707 - -
v 27,50 + 3,53b 120,00 220
\Y% 28,00 £ 2,82b 93,10 193
VI 29,50 £2,12b 90,32 190
VII 29,00 £ 2,28b 132,00 232
VII 28,50 £ 1,41b 96,55 197
IX 29,00 £ 1,14b 87,09 187

'"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de

Tukey-Kramer

pinealectomizados,

(P>0,05). GI, GII e GIII- Animais dos grupos controle nao

sham-pinealectomizados e pinealectomizados respectivamente;

GIV, GV e GVI- Animais tratados com melatonina com 150ug por 30g ndo

pinealectomizados,

sham-pinealectomizados e pinealectomizados respectivamente;

GVII, GVIII e GIX- Animais tratados com melatonina com 300ug por 30g nao

pinealectomizados, sham-pinealectomizados e pinealectomizados respectivamente.
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Figura 1: Eletromicrografia das células tumorais de Ehrlich dos grupos controle. A e B -
Aspecto geral da célula tumoral (GI e GIII, respectivamente), Barras = lum. C -
Detalhe do nticleo (GII) Barra = Iuym. D - Detalhe do citoplasma (GI), Barra = lum. N -
nucleo, nu - nucléolo, seta preta — projecdes filiformes, seta branca — vesiculas nucleares
elétron luscentes, m — mitocondrias, L. — goticulas de lipidios, V — vesiculas
citoplasmadticas, ponta de seta — ribossomos livres.
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Figura 2: Eletromicrografia das células tumorais de Ehrlich dos grupos tratados com
melatonina. A e B - Aspecto geral da célula tumoral com morfologia alterada e nucleo
fragmentado (GIV e GVI, respectivamente), Barras = 1lum. C - Detalhe da superficie
celular (GVII) Barra = 1um. D - Detalhe do citoplasma mostrando mitocondrias em
degeneracdo (GIX), Barra = 1um. Pontas de setas — células tumorais; N - nucleo, seta
preta — proje¢des filiformes, seta branca — projecdes bifurcadas, m — mitocondrias, V —
vacuolos citoplasmaticos.
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Figura 4: Fotomicrografias do figado, intestino delgado e intestino grosso. A — Figado
de camundongo do grupo I, mostrando células tumorais aderidas na cépsula. H.E. Barra
= 25um. B - Figado de camundongo do grupo II, mostrando parénquima hepético sem
metéstase. H.E. Barra = 25um. C — Figado de camundongo do grupo IV, sem metéstase.
H.E. Barra = 25um. D e E - Detalhe do intestino delgado de camundongos dos grupos |
e VI, respectivamente, sem metastase. H.E. Barras = 100um. F e G — Intestino grosso de
camundongos dos grupos III e IX, sem metdstase. H.E. Barras = 100um. Seta — células
tumorais, Ph — parénquima hepdtico, Vcl — veia centro lobular, Seta curta — cdpsula, V —
vilosidades intestinais.
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Resumo

O adenocarcinoma de colén intestinal, € uma das doencas em expansdao no mundo,
e no Brasil o cancer do célon e reto, encontra-se entre os dez primeiros tipos mais
incidentes. Estudos, in vitro e in vivo, t€m demonstrado a eficicia do hormodnio
melatonina na prevencdo e reducdo do crescimento tumoral. No entanto, s3o poucos 0s
estudos com relagcdo a acdo da melatonina sobre as células caco-2. Assim, analisaram-se
os efeitos da melatonina na ultraestrutura das células caco-2. Para avaliar a
citotoxicidade utilizou-se o método colorimétrico MTT. 2x10° cels/mL foram semeadas
em microplacas e incubadas nas concentracdes 50; 25; 12.5; 6,25; 3,125; 1,56; 0,78 e
0,0 pg/mL de melatonina. Para andlise ultra-estrutural utilizou-se concentracdes que
apresentaram baixa (50 pg/mL), média (1,56 pg/mL) e alta (0,78 pg/mL) citotoxicidade
mais o controle. Ultra-estruturalmente as células tumorais do controle mostraram-se
preservadas formando monocamada. Nos tratamentos com melatonina ndo foi
evidenciada monocamadas. Na concentracdo que apresentou baixa toxicidade as células
caco2 apresentaram alteracdes morfolégicas, com numerosos vacuolos, degeneracdo
mitocondrial e reducdo de glicogénio. No entanto, nos tratamentos que mostraram
média e alta citotoxicidade as células caco2 apresentaram-se também com morfologia
alterada, porém com -caracteristicas de células em degeneracdo pela presenca de
numerosos vacuolos, auséncia de microvilosidades e granulos de glicogénio, redugdo
significativa de ribossomos, degeneracdo mitocondrial, vactolos, as vezes contendo
substancia elétron-lucente, além de fragmentacdo nuclear. Assim, podemos inferir que
doses de 1,56 e 0,78 ug/mL de melatonina promove citotoxicidade nas células caco2, o
que provavelmente pode estar relacionado com a geragdo de ROS.

Palavras-chave: Pineal, carcinoma, morfologia, toxicidade, cultivo celular
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1. Introducao

O adenocarcinoma de colon intestinal (caco-2) é uma das doencas em
maior expansdao no mundo (KONISHI et al., 2010; KANNEN et al., 2011a,b). Em 2009
foram relatados 106.100 novos casos nos EUA (KONISHI et al., 2010). A incidéncia do
cancer de coélon no periodo de 1992 a 2007 levou a 842 mortes em uma populacdo de
2.278 homens e mulheres diagnosticados com cancer colorretal ndo metastatico, o que
correspondeu a aproximadamente 37% de 6bitos entre os pacientes avaliados (DEHAL
etal., 2012).

No Brasil, com o aumento da expectativa de vida da populacdo, as neoplasias vém
ganhando cada vez mais importincia no perfil de morbidade e mortalidade,
configurando-se como um problema de sadde publica. Neste contexto, o cancer do
cOlon e reto, encontra-se entre os dez primeiros tipos de cancer mais incidentes no
Brasil, tanto no sexo masculino como no feminino (INCA, 2012).

As células caco-2, no seu estado de diferenciagdo completa, apresentam fendtipo
enterocitico. Apds cerca de cinco dias de cultura elas formam monocamadas e
apresentam microvilosidades, enzimas, receptores e transportadores caracteristicos do
epitélio intestinal, constituindo um bom modelo para estudos de transporte intestinal
(GONCALVES et al., 2008).

O tratamento das células caco-2 consiste de procedimento cirdrgico, quimioterapia
e radioterapia, sendo as duas ultimas terapias associadas a cirurgia. A resseccdo
cirirgica do local afetado e a realizacdo de uma colostomia permanente constituem-se
na mais efetiva terapia para o cancer de colon (INCA, 2003), porém bastante invasiva e

com fortes efeitos colaterais.
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A melatonina, N-acetil-5-methoxi-triptamina, ¢ uma molécula pequena lipofilica
secretada essencialmente pela glindula pineal e sua sintese mostra um padrdo
circadiano (MACCHI; BRUCE, 2004; CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005). A
literatura relata que esse hormoOnio inibe a proliferacio de células tumorais por
diferentes mecanismos. No caso de hepatomas e cancer pulmonar a melatonina atua nos
receptores especificos de membrana, na carioteca e limitando o transporte de acido
linoléico (fator de crescimento tumoral) (BLASK et al., 2002). Sabe-se ainda que a
melatonina € um potente agente antioxidante que regula varios processos fisiol6gico no
figado além de inibir o crescimento de hepatocarcinomas (BLASK; DAUCHY;
SAUER, 2004).

Estudos, tanto in vitro como in vivo, da eficicia de concentragdes
fisiologicas e administracdo exdgena do hormonio melatonina t€ém mostrado excelentes
resultados na preven¢do e na reducdo do crescimento tumoral, apesar da maioria dos
trabalhos resultarem da experimentacdo animal (SAUER; DAUCHY; BLASK, 2001;
BLASK et al., 2002; MEDEIROS et al., 2003). Estudos em humanos (LISSONI et al.,
2003) com uma variedade de diferentes canceres também sugerem uma acao oncostatica
da melatonina (REITER et al., 2003; BARTSCH; BARTSCH, 2006; JUNG; AHMAD,
2006). No entanto, sdo ainda poucos os estudos com relacao a acdo da melatonina sobre
as células caco-2; o que faz despertar o interesse sobre o efeito antitumoral (sem efeitos
colaterais tdo agressivos ou menos severo) desse hormdnio e suas repercussoes sobre a
referida linhagem. Assim, a presente pesquisa analisou os efeitos da melatonina

exdgena na ultraestrutura das células caco-2 in vitro.

68



2. Materiais e Métodos
O protocolo experimental foi aprovado pelo comité de Etica institucional de n°.

012/2012

2.1. Local de realizag¢do dos experimentos
A pesquisa foi desenvolvida no Departamento de Histologia e Embriologia da
Universidade Federal de Pernambuco e no Laboratério de Imunopatologia Keiso Asami

(LIKA), Universidade Federal de Pernambuco.

2.2. Cultivo celular

As células da linhagem colonica do adenocarcinoma humano (caco-2) foram
obtidas via compra direta do INCA (Instituto Nacional do Cancer) para o estudo in
vitro. Para a manutencdo das células foi utilizado o meio de cultura DMEM (Sigma),
suplementado com 1% (v/v) de soro fetal bovino (GIBCO), 1% (p/v) de glutamina 2,0
mM (Sigma) e 1% (p/v) de uma solucdo de antibidticos (penicilina 1000 UI/mL +

estreptomicina 250 mg/ml).

2.3. Melatonina
A melatonina foi proveniente da Sigma, St. Louis, MO, USA, a qual foi dissolvida
em etanol e diluida em solucdo salina 0,9% (NaCl a 0,9%) para obtengcdo das

concentracdes utilizadas no experimento (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56 e 0,78ug/mL).

2.4. Atividade citotoxica da melatonina sobre as células Caco 2
Para avaliar a citotoxicidade pelo método colorimétrico MTT [Brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2.5-difeniltetrazolium — SIGMA] que baseia-se na conversao do sal
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tetrazdlio para o produto colorido formazan, cuja concentracdo pode ser determinada
espectrofotometricamente, as células foram semeadas (2)(106 cels/mL) com meio
DMEM em microplacas de 96 pogos e incubadas durante 24 horas a 37°C, em estufa
umida, com atmosfera de 5% de CO2. Apds 24h, o meio de cultura foi retirado, e as
células foram incubadas com diferentes concentragdes (50; 25; 12,5; 6,25; 3,125; 1,56 ¢
0,78ug/mL) do hormdnio melatonina a 0,5% de etanol (em quadruplicatas). Também
foram adicionados meio DMEM contendo etanol a 0,1% (controle positivo) € meio
contendo DMEM puro (controle negativo). Ap6s 72h de incubagdo com a melatonina,
as solugdes dos pogos foram retiradas por aspiracdo e foram adicionados 25 puL da
solucdo MTT (5 mg/mL). Apés 3h de incubagdo a 37°C a solu¢do de MTT foi aspirada
e foram adicionados 100 pL de DMSO para a solubilizagdo dos cristais de formazan.
Apo6s a solubilizacdo foram determinadas as absorbincias em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 595 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de
viabilidade relativa das células ao grupo controle negativo (MOSMAN, 1983). Para os
testes de citotoxicidade das células caco-2 sob acdo do hormoénio melatonina, foram
utilizadas preparacdes celulares cuja viabilidade se encontrava acima de 95%.
Baseando-se nas andlises citotoxicas foram utilizadas as concentracdes de melatonina
que apresentaram baixa, média e alta citotoxicidade, mais o controle. Os dados da
leitura foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, e as médias

comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).

2.5. Microscopia eletronica de transmissao MET
As células foram tripsinizadas e plaqueadas (ImL de cultura DMEM), por 24h na
concentracio de 1x10°. ApSs a formacdo de uma monocamada as células foram lavadas

duas vezes com PBS estéril, sendo adicionado em cada poco 1mL de melatonina nas
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concentracdes que apresentaram alta, média, baixa citotoxidade e o controle. A placa de
MET foi tripsinizada e as células foram soltas, centrifugadas e lavadas por duas vezes
com PBS. Apds centrifugacio os pellets foram ressuspensos em fixador, etiquetados e
guardados sob refrigeracdo. Posteriormente as amostras de células (pellets) foram
lavadas em PBS pH 7.2, fixadas em 2% glutaraldeido e 4% Paraformaldeido, em
tampao PHEM pH 7,2. Apds uma hora, o material foi lavado em tampao cacodilato de
sédio 0,1M pH 7,2 e pds-fixado em tetréxido de 6smio 1%, ferrocianeto de potéssio
0,8% e cloreto de calcio SmM, durante 60 minutos a temperatura ambiente no escuro.
As células foram entdo lavadas no mesmo tampdo e desidratadas em acetona (série
crescente) e incluidas em resina Epoxi. Cortes ultrafinos foram obtidos e coletados em
grades de cobre, contrastados em acetato de uranila 5% por 40 minutos e citrato de
chumbo por 5 minutos. A observacdo foi feita em Microscopio Eletronico de

Transmissao Zeiss 900.

3. Resultados

A citotoxicidade foi inversamente proporcional as concentracdes de melatonina,
sendo a concentracdo 0,78 pg/mL a que causou maior toxicidade nas células caco-2,
seguida da concentragdo 1,56 ug/mL de melatonina. A concentracdo de 50 pg/mL de
melatonina apresentou a menor citotoxicidade nao diferindo das demais concentragdes e
do controle (Fig. 1).

O aspecto ultra-estrutural das células tumorais do grupo controle mostrou células
bem preservadas formando monocamada. Nessas células foi possivel evidenciar a
presenca de microvilosidades, nucleo volumoso com dreas eucromdticas e

heterocromaticas, citoplasma bem organizado com numerosos ribossomos, mitocondrias

71



na regido apical, alguns vacuiolos e grande reserva de granulos de glicogénio (Figs. 2A,
2B, 2C e 2D).

Nos grupos tratados com melatonina ndo foi evidenciado a formacdo de
monocamadas. No grupo em que as células caco2 apresentaram menor citotoxicidade
(50 pg/mL de melatonina) foi visualizado alteracdo na morfologia celular, presenca de
microvilosidades, nicleo volumoso com dreas heterocrométicas periféricas, citoplasma
com numerosos vacuolos, degeneragdo mitocondrial, ribossomos abundantes e redugdo
das reservas de glicogénio (Figs. 3A, 3B, 3C e 3D). No entanto, nos tratamentos que
mostraram média e alta citotoxicidade (1,56 e 0,78 pg/mL de melatonina,
respectivamente), as células caco2 apresentaram-se também com morfologia alterada,
porém com caracteristicas de células em degeneracdo pela presenca de numerosos
vacuolos e auséncia de microvilosidades. Foi observado ainda auséncia de glicogénio,
reducdo significativa de ribossomos, degeneragdo mitocondrial, vacuolos, as vezes
contendo substancia elétron-lucente, além de fragmentacio nuclear (Figs. 4A, 4B, 4C e

4D).

4. Discussao

A avaliagdo da citoxicidade de um fiarmaco € importante para a industria
farmaceéutica, estabelecer a eficiéncia e seguranca para administracdo da droga. Neste
contexto, as células da linhagem caco-2 sdo utilizadas como modelo, no
desenvolvimento de drogas cuja administracdo é a via oral, devido ao seu fendtipo
caracteristico de enterécito (LEONARD et al., 2000; RODRIGUEZ-JUAN et al., 2001;
MIRET; ABRAHAMSE; DE GROENE, 2004; ARTURSSON, PALM, LUTHMAN,

2012).
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Em nossos experimentos, foi observado que a citotoxicidade nas células caco-2
foi inversamente proporcional as concentracdes de melatonina, sendo as concentracdes
de 50 e 0,78ug/mL as que causaram menor € maior citotoxicidade, respectivamente. A
acdo da melatonina em processos neoplésicos € atribuida ao efeito anti-oxidante, muitas
vezes dose dependente (COS; SANCHEZ-BARCELO, 2000; BARTSH et al., 2001).
Estudos mostraram que doses de 2 mg/L de melatonina, administrada em roedores na
agua de beber, foi mais eficiente na inibi¢do do crescimento de tumores mamario e
pulmonar, quando comparada a dose de 20 mg/LL (ANISIMOV et al., 2003;
VESNUSHKIN et al.,, 2006). Por outro lado, a absor¢io da melatonina, em
concentracdes de 400 pg/mL, pelas células caco-2, demonstrou que ndo ocorreu dano na
membrana plasmdtica ou diminuicdo da viabilidade das mesmas (HAFNER et al.,
2009). Tal fato pode estar relacionado a capacidade da melatonina em promover a
geracdo de espécies de oxigénio reativo intracelular (ROS), extremamente toxico a
alguns tipos de tumores apenas em baixas concentracdes (BEJARANO et al., 2010).

Descobertas recentes indicam que os ROS sdo envolvidos na inducao da apoptose
em alguns tipos celulares (ALBERTINI et al., 2006; D’AGOSTINO; PUTNAM;
DEAN, 2007; MORGADO et al., 2008; RADOGNA et al., 2009; BEJARANO et al.,
2009; GONZALEZ et al., 2010). A analise ultraestrutural das células caco2 revelou
alteracoes caracteristicas de processo apoptdtico, nos tratamentos que receberam 1,56 e
0,78ug/mL de melatonina, principalmente pela fragmentacdo nuclear e degeneracdo
mitocondrial. Em células cancerigenas os ROS podem exercer um duplo efeito sobre o
crescimento celular e apoptose. Assim, os ROS podem iniciar a transformacdo das
células, conduzindo a mutagdes durante a replicacio do DNA (GACKOWSKI et al.,
2002), enquanto que nas células ja alteradas, os ROS desempenham um importante

papel na iniciacdo e execucdo de apoptose (WENZEL; NICKEL; DANIEL, 2005;
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KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007). O equilibrio entre os ROS e os niveis de
antioxidantes, portanto, determina criticamente a apoptose em células cancerosas, e
ultrapassa o sistema de defesa antioxidante, acelerando a producdo de ROS mitocondrial
(KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007). Segundo Zhang; Zhang; Zhang (2011) a
melatonina, em concentragdes micromolares, induz a geracdo de ROS mitocondrial,
levando a ativacdo da caspase-9 e 3 e inducdo da morte celular (SHANKAR;
SIDDIQUI; SRIVASTAVA, 2007). Dessa forma, podemos inferir que doses de 1,56 e
0,78 pg/mL de melatonina promove citotoxicidade nas células caco2, o que

provavelmente pode estar relacionado com a geragdo de ROS.
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Figura 1: Percentual de viabilidade das células caco 2, apds teste de citotoxicidade com
melatonina. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 2. Eletromicrografias de transmissdo das células Caco-2 (controle). (n) ntcleo,

(mv) microvilosidades, (r) ribossomos, (v) vacuolos, (m) mitocOndrias, (setas)

glicogénio.

82



Figura 3. Eletromicrografias de transmissdo das células Caco-2 tratadas com melatonina

na concentracdo de 50ug/mL. (n) ndcleo, (mv) microvilosidades, (v) vacuolos, (md)

mitocondrias degeneradas, (r) ribossomos, (setas) glicogénio.

83



Figura 4. Eletromicrografias de transmissdo das células Caco-2 tratadas com melatonina

na concentracdo de 1,56 ug/mL (A e B) e 0,78 ug/mL (C e D). (n) nucleo, (v) vactolos,
(vl) vacuolos elétron-lucentes, (md) mitocOndrias degeneradas, (seta) superficie celular

sem microvilosidades.
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