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RESUMO

O cancer é uma das principais causas de morte mundial e o cancer de pulmao de
células ndao pequenas (CPCNP) representa cerca de 85% dos casos de cancer de
pulmao. Este estudo avaliou os efeitos da melatonina sobre células caliciformes
colénicas em ratos Wistar inoculados no flanco direito com a linhagem tumoral A549.
Os animais foram divididos em quatro grupos: controle, controle com melatonina,
A549 e A549 com melatonina. Apds 14 dias, fragmentos do célon foram analisados
por coloracdo com Alcian Blue pH 2,5. A inoculacdo tumoral promoveu reducao
significativa de células caliciformes em A. A melatonina provocou aumento em CM
mas nao demonstrou efeito protetor significativo em AM. Desse modo, os resultados
reforcam a necessidade de novos estudos sobre a acao da melatonina no cancer.

INTRODUCAO

O cancer, atualmente, € a segunda maior causa de morte no mundo e foi
responsavel por, aproximadamente, 20 milhdes de novos casos e 9,7 milhdes de
mortes no mundo em 2022. Ainda nesse mesmo ano, 0s canceres mais incidentes
foram o cancer de pulm&o, de mama feminino e o cancer colorretal (WHO, 2024).

Os principais casos de cancer de pulmao podem ser classificados histologicamente
como: cancer pulmonar de células pequenas (CPCP), que correspondem a cerca de
15% dos casos, e cancer pulmonar de células ndo pequenas (CPCNP), o mais
prevalente, com cerca de 85% dos casos . Um modelo experimental de céncer
utilizado em pesquisas € o modelo de CPCNP da linhagem A549, isolado de células
epiteliais alveolares tipo Il de humanos (JABLONSKA et al., 2019 ).

A funcao do trato gastrointestinal (TGl), na presenca do cancer, € comprometida,
uma vez que ha desordens no mecanismo de digestdo e motilidade, além de
alteracées no sistema nervoso entérico presente na parede do TGl, de animais
portadores de cancer, como ja foi documentado em modelo de animais portadores
de tumor de Walker-256 (FRACARO et al., 2016). O cdlon é caracterizado como um
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tubo oco e dividido em camada mucosa, composta por epitélio de revestimento,
lamina prépria, muscular da mucosa e criptas; submucosa, composta por tecido
conjuntivo e o plexo submucoso; a camada muscular, composta de musculo liso,
com o plexo mioentérico; e serosa (JULIO-PIEPER & BRAVO, 2016). Nas criptas
colbnicas, ha grande quantidade de células caliciformes, cuja funcao é a producao e
secrecdo de muco composto, sobretudo, por mucinas e pode estar alterada em
situacoes de desequilibrio da barreira intestinal. Para analisa-las, podem ser usados
diferentes marcadores baseando-se nos padroes de glicosilacdo das mucinas
produzidas. O método de Alcian Blue é utilizado para identificacdo de mucinas
acidas, que em pH 2,5 evidenciam mucinas com grupos carboxilicos, sialomucinas e
O-sulfatados (TANO DE LA HOZ et al., 2024).

A melatonina apresenta potente efeito antioxidante e de sequestro de radicais livres.
Em experimentos com linhagens de células de cancer de pulmdo, a melatonina
evidenciou mecanismos de defesa por meio da diminuicdo da viabilidade celular
(linhagens A549 e PC9), reducdo da capacidade das células de metastatizar
(linhagem A549) e aumento da apoptose celular (JABLONSKA et al., 2019 ). Desse
modo, torna-se pertinente o estudo dos efeitos sistémicos do cancer na quantidade
de células caliciformes Alcian Blue pH 2,5+ no célon de animais inoculados com
CPCNP da linhagem A549, além dos efeitos do tratamento com melatonina.

MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos com animais foram realizados com aprovagdo prévia da
Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UEM (CEUA N 8812040521).
Foram utilizados segmentos intestinais do intestino grosso de ratos adultos machos
da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) que passaram por periodo experimental de
14 dias. Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos: controle (C),
controle administrado com melatonina 10 mg/kg (CM), inoculados com CPCNP
linhagem A549 (A) e inoculados com CPCNP linhagem A549 administrados com
melatonina 10 mg/kg (AM). A melatonina foi administrada nos grupos CM e AM por
gavagem, 10mg/Kg, diariamente. Os animais dos grupos A e AM sofreram a indugao
do tumor por meio da inoculacdo de uma suspensao de células tumorais do
carcinoma pulmonar de células ndo pequenas (linhagem A549), contendo 1,0 x 10’
células tumorais viaveis em 300 pl de tampéo fosfato salino (PBS) 16,5 mM pH 7.5
por animal, injetada de forma subcutanea no flanco direito traseiro.Apds 14 dias de
tratamento, os animais foram eutanasiados, os segmentos intestinais foram
coletados e fragmentos de 2 cm do célon foram preparados para técnica histolégica
de coloragdo com Alcian Blue pH 2,5. As imagens foram capturadas utilizando o
microscopio Optico Motic® BA400 acoplado a cémera digital calibrada em
micrometros. Foram obtidas cerca de 30 imagens por animal, na objetiva de 40x, e
quantificadas as células caliciformes Alcian Blue+ em 30 criptas por animal utilizando
o software Image-Pro Plus® 4.5 e os resultados expressos em um?2. Os resultados
foram submetidos a anadlise estatistica utilizando os softwares Statistica® 8.0 e
GraphPad Prism® 6.0, expressos como média = erro padrdo. Inicialmente, foi
realizado o teste de Kolmogorov-Smirnov para avaliacdo da normalidade dos dados,
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seguido da analise de delineamento em blocos e do Teste de Fisher. O nivel de
significancia utilizado foi de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise quantitativa de células caliciformes Alcian Blue+ e suas respectivas
fotomicrografias estdo demonstradas na figura 1.
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Figura 1 — A esquerda, fotomicrografias capturadas em microscépio 6ptico, em objetiva de 10x, do
cdlon dos grupos estudados, corado em Alcian Blue pH 2,5 indicando as células caliciformes. Régua
de referéncia de 150um. A direita, gréafico representando o nimero de células caliciformes por cripta
no célon dos animais estudados em Alcian Blue (pH 2,5). Estao representados os grupos C
(controle), A (inoculados com CPCNP), AM (inoculados com CPCNP administrados com melatonina
10mg/kg) e CM (controle administrado com melatonina 10 mg/kg). * Indica diferencga significativa em
relacéo ao grupo C (p<0,05)

A presenga de cancer foi comprovada nos animais deste trabalho haja vista o
desenvolvimento do tumor sélido nos ratos inoculados com o tumor. Em relacao as
células caliciformes de mucinas &acidas Alcian Blue+ em pH 2,5, que coram
sialomucinas, houve reducao significativa de 16,43% no grupo A em relagdo ao
grupo C (p<0,0001), por outro lado o grupo CM teve aumento significativo de 6,32%
em relacao a C (p<0,05).

Entretanto, embora pesquisas indiquem o papel da melatonina na reducdo dos
impactos do cancer por suas propriedades antioxidantes, modulacao por meio dos
receptores MT1 e MT2 e regulacao da apoptose celular (JABLONSKA et al., 2019),
evidencia-se que a melatonina ndo apresentou agao consideravel ao minimizar as
alteracbes colbnicas provocadas pelo desenvolvimento do tumor nos animais
estudados nesta pesquisa (AM), uma vez que sé foi observado aumento das células
caliciformes nos grupos CM. Esses resultados denotam a necessidade de mais
estudos acerca dos mecanismos envolvidos na acdo da melatonina no cancer, além
da necessidade de mais estudos sobre melatonina em condicdes fisiologicas.

CONCLUSOES
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A inoculacao de células CPCNP provocou alteracées morfolégicas significativas no
padrdo de glicosilacdo das mucinas &acidas. Entretanto, a administracdo com
melatonina ndo demonstrou efeitos protetores consideraveis nos ratos com tumor,
visto que as modificagées foram mais notaveis nos ratos saudaveis. Desse modo,
mais estudos sdo necessarios para melhor entendimento dos dados observados,
tendo em vista que os efeitos fisiolégicos da melatonina em casos de cancer sdo
pouco explorados.
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