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RESUMO

O cancer é uma doenga multifatorial e o seu desenvolvimento envolve inflamagao
sistémica e estresse oxidativo. O objetivo do trabalho foi investigar se o efeito do
tratamento com a melatonina 10 mg/kg é capaz de prevenir as possiveis alteracdes
na area de varicosidades imunorreativas ao VIP+ na mucosa intestinal de ratos
induzidos ao carcinoma pulmonar de células ndo pequenas, linhagem A549. Foram
utilizados 28 ratos adultos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus). Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em quatro diferentes grupos, contendo 7
animais cada, sendo: controle (C), animais controle administrados com melatonina
10 mg/kg (CM), animais inoculados com células tumorais A549 (A) e animais
inoculados com células tumorais A549 administrados com melatonina 10mg/kg (AM).
Apbs esse periodo, os animais foram eutanasiados e jejuno foi coletado para a
realizacdo da técnica de imuno-histoquimica para marcacdo das varicosidades
imunorreativas ao VIP+. Neste estudo, observamos diminuicdo da varicosidades no
grupo CM comparado ao grupo C. Nao houve diferencgas significativas entre o grupo
C e 0o A, bem como entre o grupo AM comparado ao A. Sendo assim, no presente
modelo de cancer, o tratamento com melatonina ndo alterou as varicosidades VIP+,
mas por outro lado foi observado o possivel efeito pré-oxidante da melatonina nos
animais saudaveis.

INTRODUGCAO

O cancer é uma doenca multifatorial que tem como origem uma mutagcao genética e
€ caracterizada pelo crescimento desordenado de células, podendo levar a
metastases. No Brasil, para cada ano do triénio de 2023-2025 havera 704 mil novos
casos de cancer (INCA, 2022). Essa enfermidade causa inflamacao sistémica pela
producdo de citocinas proé-inflamatérias, que por sua vez, ativam vias de producao
de radicais livres levando a um desbalanco entre a producédo e eliminacao, feito
pelos antioxidantes, estado denominado de estresse oxidativo. Esse estado leva a
danos ao DNA, RNA, lipidios e proteinas causando morte celular e afetando todo o
organismo. O estresse oxidativo e a inflamacdo podem afetar a funcéo
gastrointestinal, onde o sistema nervoso entérico (SNE) e as células da mucosa
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intestinal podem ser afetados e resultar em neuropatias e outras complicacdes
(SESTAK., et al 2024).

O SNE é formado por dois plexos: Mioentérico (Auerbach) e submucoso (Meissner).
Estes sao responsaveis pelo controle da motilidade, secrecdo, proliferacao,
absorcédo e pelo sistema imunoldgico intestinal. Alguns neurénios do SNE secretam
e liberam o peptideo intestinal vasoativo (VIP), que tem papel na neurotransmissao
inibitéria, age no controle da proliferacdo, secrecao epitelial, aumento da producao
de muco e exerce fungdes protetoras da barreira intestinal. Além disso, possui acao
anti-inflamatéria, possuindo potencial terapéutico (VERGNOLLE; CIRILLO, 2018).

A melatonina é um horménio sintetizado principalmente pela glandula pineal e seu
uso na forma exdgena possui efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e
anticancerigenos (BELLAPART; BOOTS, 2012). Portanto, o objetivo do trabalho foi
investigar se o efeito do tratamento com a melatonina 10 mg/kg é capaz de prevenir
as possiveis alteragdes na area de varicosidades imunorreativas ao VIP+ na mucosa
intestinal de ratos inoculados com células de carcinoma pulmonar de células nao
pequenas, linhagem A549.

MATERIAIS E METODOS

Obtengéao dos grupos de estudo e eutanasia

Foram utilizados 28 ratos adultos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) e
com a faixa de peso de 175-185g foram disponibilizados para o periodo
experimental com duracdo de 14 dias. Os animais foram distribuidos aleatoriamente
em quatro diferentes grupos, contendo 6 animais cada, sendo: grupo controle (C),
animais controle administrados com melatonina 10 mg/kg (CM), animais inoculados
com células tumorais A549 (A) e animais inoculados com células tumorais A549
administrados com melatonina 10mg/kg (AM). Todos os procedimentos realizados
neste estudo estdo de acordo com os principios éticos e sob aprovacao da
Comissdo de ética no uso de animais da Universidade Estadual de Maringa,
protocolo n? 8812040521. Apds o periodo experimental, os animais foram
eutanasiados e coletado o jejuno para a imuno-histoquimica.

Inducao do carcinoma de células ndo pequenas e tratamento

Cada animal dos grupos A e AM sofreram a inducao do tumor por meio da
inoculacado de uma suspensao de células tumorais de carcinoma pulmonar contendo
1,0 x 107 células tumorais viaveis em 0,3 mL de PBS (16,5 mM pH 7,5), injetada no
flanco direito traseiro. A melatonina foi dissolvida em etanol a 0,5% em solucéo
salina normal na concentracado de 5 mg/ml preparada a fresco antes do uso. A dose
administrada sera de 10 mg/kg por gavagem em cada animal diariamente. Para o
calculo individual da dose os animais foram pesados e calculada a dose a cada dois
dias.

Processamento do material e imuno-histoquimica

Cerca de 2 cm do jejuno foi aberto ao longo da borda mesentérica, cuidadosamente
lavado com PBS (0,1 M, pH 7,4) e fixado em Zamboni por 18h a 4°C e depois
lavados em PBS por 12h. Seguido de troca do PBS na sexta hora, crioprotecao,
inclusdo a O.C.T. e armazenado a -80 C°. Apds, foi feito cortes histoldégicos em
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cortes semi seriados de 10um e aderidos a laminas histoldgicas previamente
preparadas com solucdao de Poli-L-lisina. Os cortes obtidos foram submetidos a
técnica imuno-histoquimica utilizando o anticorpo priméario rabbit anti-VIP e o
anticorpo secundario donkey anti-rabbit 488.

Analise e estatistica dos dados

A area (pm?) de 300 varicosidades por animal foram mensuradas utilizando imagens
capturadas com objetiva de 40X. A andlise foi realizada utilizando o programa Motic
Images Plus. Os resultados foram submetidos a andlise estatistica nos programas
Statistica 8.1 e GraphPad Prism 6.1, sendo expressos como média terro padrao da
média. Foi usado o Delineamento em Blocos, seguido do teste de Fisher, com nivel
de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na area de varicosidades VIP+ observou-se uma diminuicdo de 11% dessas
varicosidades no grupo CM (CM vs C; p < 0,0001; Figura 1). O grupo A nao
apresentou diferencas significativas na morfometria de varicosidades VIP+ em
comparacao ao grupo C (p= 0,15). A administracdo da melatonina no grupo AM
também nao apresentou diferencgas significativas em relagdo ao grupo A (p=0,18).
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FIGURA 1- A) Morfometria de varicosidades VIP+ (um?). B) Fotomicrografias de varicosidades VIP+
presentes na mucosa do jejuno. A seta branca indica varicosidade VIP+. Grupos experimentais:
controle (C), animais controle administrados com melatonina 10 mg/kg (CM), animais inoculados com
células tumorais A549 (A) e animais inoculados com células tumorais A549 administrados com
melatonina 10mg/kg (AM). Os resultados foram expressos como média * erro padrdo. a p<0,05
quando comparado ao grupo C. n= 7 animais/grupo. Barra de escala 25 pm.

Como descrito na literatura, o cancer leva a um estado de inflamacgao sistémica e
estresse oxidativo, afetando todo o organismo, inclusive podendo afetar as
varicosidades VIP+ na mucosa intestinal (SESTAK et al., 2024.). Entretanto, nesse
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estudo ndo foi observado alteracbes na area das varicosidades VIP+ no grupo
doente (A) em comparacao ao grupo controle (C).

Além disso, também nao foi observado alteracbes no grupo doente tratado com
melatonina (AM) em relagdo ao grupo doente (A). Em contrapartida, foi observado
que houve uma diminuicdo de 11% da area das varicosidades da mucosa intestinal
VIP+ no grupo controle tratado com melatonina (CM) em comparagdo ao grupo
controle (C). Essa diminuicdo pode ser explicada por uma possivel acdo pré-
oxidante da melatonina em algumas condicbes experimentais, como em animais
saudaveis, levando a ativacdo da producdo de radicais livres (HERMOSO et al,
2016), o que poderia afetar as varicosidades VIP+ nesses animais.

CONCLUSOES

O presente modelo de cancer e o tratamento com melatonina ndo causou alteragdes
na area das varicosidades VIP+. Por outro lado, a melatonina reduziu a area dessas
varicosidades nos animais saudaveis, refletindo um possivel efeito pro-oxidante do
composto, sendo necessario mais estudos do tratamento da melatonina nessas
condi¢bes experimentais.
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