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RESUMO

O objetivo deste trabalho € avaliar a densidade populacional da subpopulacéo
nitrérgica do plexo mioentérico durante o desenvolvimento da caquexia e sob a
administracdo de melatonina 10 mg/kg. 20 ratos foram distribuidos em 4 grupos:
controle (C), portadores de carcinoma pulmonar de células néo-pequenas (A),
controle administrados com melatonina 10 mg/kg (CM) e portadores de carcinoma
pulmonar de células ndo-pequenas administrados com melatonina 10 mg/kg (AM). A
inducdo do cancer foi feita com 1x10’ células da linhagem A549. A melatonina foi
dada diariamente, por gavagem. Ratos com indice de caquexia maior que 10%
foram considerados caquéticos e a quantificacdo foi expressa em neurdnios/cm?.
Valores de p<0,05 foram considerados significativos. No grupo A, 3 animais
apresentaram IC> 10% e a média obtida para o grupo foi de 8,68%. Ja para o0 grupo
AM apenas 1 animal apresentou IC acima de 10% e a média do grupo foi de 7,79%.
Houve uma reducéo de 29,48% na densidade nitrérgica mioentérica comparando A
com AM. Conclui-se que, a adicdo de outras andlises ajudardo a esclarecer o
comportamento plastico da subpopulacdo nitrérgica mioentérica frente a
administracao de melatonina.

INTRODUCAO

O céncer é uma doenca causada pelo crescimento deflagrado por mutacdes
no DNA, afetando os genes estimuladores do crescimento das células. A divisao e a
morte de uma ceélula normal sdo mecanismos regulados por circuitos genéticos. Em
uma célula cancerigena, esses circuitos sao rompidos, e a célula ndo consegue
parar de crescer (Mukherjee, 2010). A carcinogénese € um processo que, em geral,
acontece lentamente e resulta de efeitos cumulativos de diferentes agentes
cancerigenos externos e caracteristicas individuais, como a predisposi¢do genética
(INCA, 2020). De acordo com uma estimativa feita pelo Global Cancer Observatory,
em 2020, a incidéncia de novos canceres no continente americano foi de 4,03
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milhdes e prevé o surgimento de 5,96 milhdes de novos casos até o ano de 2040
(Ferlay et al., 2020).

Uma das mais importantes comorbidades do cancer é a caquexia. Em 2011,
um consenso internacional definiu a caquexia do cancer como: “uma sindrome
multifatorial caracterizada pela perda continua de massa muscular esquelética (com
ou sem perda de massa gorda), que ndo pode ser totalmente revertida pelo suporte
nutricional convencional e leva ao comprometimento funcional progressivo” (Fearon
et al,, 2011). A manutencdo da fungdo gastrointestinal € critica no manejo de
comorbidades em pacientes com cancer, que apresentavam desordens digestivas e
de motilidade associadas ao cancer, como anorexia, disfagias, constipacédo, dor
abdominal e obstrucdo intestinal (DiBaise; Quigley, 1998). Nessas desordens, o
sistema nervoso entérico (SNE) apresentava algum grau de comprometimento, o
gue pode levar a neuropatia e outras consequéncias (Vicentini et al., 2016). O SNE é
composto principalmente por células da glia entérica (CGE) e por neurbnios, que
controlam a motilidade gastrointestinal, secre¢céo, absorcdo de nutrientes, o fluxo
sanguineo e processos inflamatérios (Furness, 2012). Todavia, € organizado em
forma de plexos (redes), sendo o submucoso e o mioentérico os dois principais
plexos ganglionares.

Um neurotransmissor importante encontrado no SNE é o 6xido nitrico (NO),
gue possui papel inibitdrio dos musculos gastrointestinais, como em casos de
reflexos para a acomodag&o no intestino. E produzido por uma enzima constitutiva
de localizacdo neuronal central e periférica, a 6xido nitrico sintase neuronal (NNOS)
(Sanders et al., 1992; Stark et al., 1992). Varias linhas de evidéncia indicam que o
NO também pode ter efeitos citotoxicos e citoprotetores (Rivera et al., 2011; Wiley,
2007). O estudo de Vicentini et al. (2017) demonstrou aumento da producédo de NO
e da expressdo da enzima nNOS, relacionando estresse oxidativo e
neurodegeneracdo em modelo experimental de caquexia associada ao cancer.
Estudos anteriores destacaram o0 uso de antioxidantes na protecdo aos danos
oxidativos e inflamatérios do cancer e da sindrome da caquexia, como por exemplo
a L-glutamina (Todorova et al., 2004; Vicentini et al., 2016; Martins et al., 2016).
Recentemente, a melatonina ganhou destaque por apresentar forte acgao
antioxidante e promover grande limpeza de radicais livres, podendo ser promissora
na protecdo aos danos oxidativos e inflamatorios do cancer (Ferlazzo et al., 2020).

A melatonina tem envolvimento na atividade antitumoral, antioxidante e
imunomodulatéria (Kim et al., 2014). E um horménio indoleamina, secretado
principalmente pela glandula pineal e sintetizado a partir de seu precursor triptofano.
Como mencionado anteriormente, a melatonina é um forte agente antioxidante
podendo proteger contra danos no DNA, seja pela eliminacdo de espécies reativas
de oxigénio (ERO) ou pela estimulagdo do sistema de reparo do DNA e seus
mecanismos (aumento da atividade da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial,
inibicio de enzimas pro-oxidativas, aumento da atividade de outros agentes
antioxidantes e protecao e ativagcao de enzimas antioxidantes) (Reiter et al., 2016).
Assim, o objetivo deste trabalho € analisar a utilizagdo da melatonina na sindrome
da caquexia associada ao cancer e sua atuacdo na neurotransmissao nitrérgica.
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MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos com animais foram realizados seguindo o0s
principios éticos da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratoério
(SBCAL) e da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA n° 8812040521).
Foram utilizados 20 ratos adultos machos, da linhagem Wistar (Rattus norvegicus),
variedade albinus. Eles foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos, contendo 5
animais cada: Controle (C), controle administrado com melatonina 10 mg/kg (CM),
portadores de carcinoma pulmonar de células nao-pequenas (A) e portadores de
carcinoma pulmonar de células nao-pequenas administrados com melatonina 10
mg/kg. A inducdo do tumor foi feita por meio da inoculagdo de uma suspenséo de
1,0 x 10’ células tumorais de carcinoma pulmonar de células ndo-pequenas
(linhagem A549) injetada no flanco direito. A administracdo da melatonina foi
realizada através de gavagem em cada animal, diariamente, com a dose sendo
calculada pelo peso de cada animal a cada dois dias.

ApoOs 14 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados e 0 jejuno
proximal foi coletado e dissecado para a realizacdo das imuno-histoquimicas para
neurdnios do plexo mioentérico imunorreativos ao nNOS. A determinacdo do estado
caquético foi realizada por meio do indice de caquexia (IC) (Guarnier et al., 2010). A
guantificacdo foi realizada por amostragem na regido intermediaria, no plexo
mioentérico em 30 campos e expressa em neurdnios por cm2. Os resultados foram
submetidos a delineamento em blocos e pos-teste de Fisher com nivel de
significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No grupo A, 3 animais apresentaram IC>10% e a média obtida para o grupo
foi de 8,68%. Ja para o grupo AM, apenas 1 animal apresentou IC acima de 10% e a
média do grupo foi de 7,79%. Os resultados encontrados na quantificacdo de
neurdnios nitrérgicos foram: ndo houve diferencas significativas quando comparados
0s grupos C vs. A e C vs. AM (p<0,05). Houve uma reducao de 29,48% comparando
A com AM (p<0,001). Os resultados estédo descritos na figura 1.

Os resultados demonstram que o desenvolvimento da caquexia nao foi
uniforme entre todos os animais. Em relacdo a densidade da subpopulacdo de
neurbnios nitrérgicos do plexo mioentérico, Storr e colaboradores (2002)
encontraram que a melatonina inibe a enzima Oxido nitrico sintase no sistema
nervoso enterico em experimentos in vitro, porém mais analises sdo necessarias
para confirmar o mesmo comportamento em analises in vivo.
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Figura 1 — Quantificacdo de neurdnios nitrérgicos no plexo mioentérico, em neurdnios/cm® (A) e
fotomicrografias representativas da imunomarcacgéao (B). Grupos: controle (C), controle administrado
com melatonina 10 mg/kg (CM), portadores de carcinoma pulmonar de células ndo-pequenas (A) e
portadores de carcinoma pulmonar de células ndo-pequenas administrados com melatonina 10 mg/kg

(AM). Barra de calibracdo: 50 um. ** indica diferenca significativa (p<0,05) quando comparado ao
grupo AM.

CONCLUSOES

O uso de mais animais e a adicdo de outros tipos de analise ajudardo a
esclarecer o comportamento plastico da subpopulacéo nitrérgica mioentérica frente a
administracao de melatonina.
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