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RESUMO

Introducio: Neoplasias sdo células com proliferacao e diferencia-
¢do anormais. Quando essas células tornam-se capazes de originar
outras células em tecidos e vasos diferentes do inicial sdo denomi-
nadas metastases. A melatonina (N-acetil-5-metoxitripamina) ¢ um
horménio secretado pela glandula pineal e que tem associagao com
o controle celular tumoral. Objetivo: pretendeu-se avaliar o efeito
do tratamento com melatonina sobre a produ¢do e crescimento de
metastase linfatica do tumor so6lido de Ehrlich (TE) em camundon-
gos. Método: foram empregados 14 camundongos distribuidos em 2
grupos: controle (GC, N =07/ 0,Iml de solugao fisiologica, via oral,
Ix/dia) e teste (GT, N = 07 / 10mg/kg de melatonina, via oral, 1x/
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dia). Todos os animais foram inoculados com 10° células tumorais
no coxim plantar da pata traseira direita. Resultados e Discussao:
D=decorridos 17 dias de tratamento os animais foram eutanasiados,
removemos as 02 patas traseiras para avaliar o peso da massa tumo-
ral sendo que o grupo controle apresentou peso maior (GC = 0,62
+ 0,14). Também foi removido o linfonodo popliteo para mensura-
c¢do da area, constatando redugao significativa no grupo teste (GT =
4,37 £ 1,58). A reducdo da area do linfonodo pode ser associada a
uma reducdo no nimero de células tumorais presentes nos linfono-
dos (GT = 62,8 £ 13,07). Conclusao: Concluimos que o tratamento
com melatonina reduziu significativamente o crescimento tumoral e
metastatico do TE.

Palavras-chave: Metastase. Melatonina. Tumor de Ehrlich. Linfo-
nodo.

ABSTRACT

Introduction: Neoplasms are cells with unusual proliferation and
differentiation. When these cells become able to generate other cells
in material and veins different from the beginning one are named
metastasis. The melatonin (N-acetil-5-methoxytryptamine) is a
hormone secreted by the pineal gland and it has association with
the tumor cell control. Objective: the general aim was to evaluate
the treatment result with melatonin on the metastasis lymphatic
production and growth of the Ehrlich Tumor in mice. For this
experience, 14 mice were used and shared in 2 groups: control (GC,
N =07/0,Iml of sterilizing solution, oral, once a day) and test (GT, N
= 07 / 10mg/kg of melatonin, oral, once a day). All the animals were
inoculated with 10° tumor cells in the footpad of the right back paw.
Results and discussion: after 17 days of treatment the animals were
euthanized and 2 back paws were removed to evaluate the tumor
bulk weight considering that the control group was heavier (GC =
0,62 +0,14). The popliteal lymph node was also removed for the area
measurement where a smaller area for the test group was observed
(GT = 62,8 + 13,07). Conclusion: we concluded that the treatment
with melatonin meaningfully reduced the metastatic growth.

Key-Words: Metastasis. Melatonin. Ehrlich Tumor. Lymph node.
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INTRODUCAO

Neoplasias caracterizam-se por terem proliferacao celular aut6-
noma, como consequéncia a diferenciagao ¢ perdida ou reduzida
e suas cé¢lulas tornam-se anormais. (KARBOWNIK; LEWINSKI;
REITER, 2001). A capacidade dessas células tumorais se deslo-
carem para a corrente sanguinea, aderirem a outro tecido ou vaso
linfatico e originar novas células ¢ conhecida como metastases.
(ARCANGELI et al., 2012; SHEVDE; WELCH, 2003). Entretanto
ha uma série de fatores para a realizacdo desse processo, com a
necessidade de modificacdo do microambiente. (BRAND et al,,
2010). As células estao ligadas através das moléculas de adesao
permitindo assim sua estabilidade, porém tém a capacidade de al-
terar esse sistema. (CANGARA et al., 2010). Como no sistema
caderina — catenina onde a E-caderina, glicoproteina transmem-
brana, com a fungao de aderir a célula dependente de célcio se liga
a actina por meio da catenina perdendo sua estrutura facilitando
assim a motilidade das células tumorais. (PASCHOS; CANOVAS;
BIRD, 2009). Selectinas, moléculas ligadas a carboidrato, tam-
bém sao encontradas em células epiteliais como células de adesao
contribuindo potencialmente na invasao de metastases. (WANG;
YAN, 2013).

Considerando ainda a modificacao do microambiente, as metalo-
proteinases (MMPs), dependentes de célcio e zinco, sao responsaveis
pela degradacdao da matriz extracelular (ECM) realizando a migra-
¢do das células endoteliais através da membrana basal. A expres-
sao da MMP-8 pode afetar o surgimento do fendtipo metastatico,
facilitar a invasdo das células tumorais em outros tecidos. Os altos
niveis de expressao de MMP, principalmente MMP-2 ¢ MMP-9, es-
tao relacionados portanto a invasao do tumor em vasos sanguineos €
linfaticos e sua metastase. (MOROZ et al., 2013; AGARWAL et al.,
2003; HAO et al., 2007). A MMP-11 expressa no fibroblasto tam-
bém contribui para o avango dessas lesoes. (CHENG et al., 2010). As
MMP-9 diminuiram suas atividades a niveis quase controlados por
consequéncia da agao do hormoénio melatonina. (MISHRA; PAUL;
SWARNAKAR, 2011; JANG et al., 2012).

Em 1940 foi descoberto o hormonio secretado pela glandula pine-
al, melatonina (N-acetil-5-metoxitripamina), mas no inicio nao de-
ram muita importancia por se desconhecer exatamente suas fungoes.
(HARDELAND et al., 2011). Sua sintese exige que o L-triptofano
saia dos vasos cerebrais e seja convertido em serotonina esta por sua
vez ¢ metabolizada fazendo com que a serotonina-N-acetiltransfera-
se se transforme em N-acetil-5-hidroxitripamina na qual forma-se a



melatonina pelo hidroxido indol-O-metiltransferase. (EKMEKCIO-
GLU, 2006; PANDI-PERUMAL et al., 2008). E caracterizada por
apresentar dois receptores de membrana (MT1 e MT2). (CARDI-
NALI; PEVET, 1998), lipidios em sua composi¢io, solubilidade a
agua facilitando sua entrada na célula pela membrana plasmatica.
(CLAUSTRAT; BRUN; CHAZOT, 2005).

A acdo da melatonina “in vivo” previne a proliferagdo de células
tumorais em glandulas mamarias, células pancreéticas e outros tipos.
(COLLINS et al., 2003; COS et al., 2006; DOPFEL; SCHULMEIS-
TER; SCHERNHAMMER, 2007; XU et al., 2013). Ela atua como
um controle para células neoplésicas, verificou-se que o hormonio
influencia na apoptose e necrose da célula tumoral pela modulagao
da expressdao Bax e BcL-2.

Segundo Perissin et al. (1989, p. 132) “hé participa¢cdo da melato-
nina na regulacdo do processo de formacdo de metdstases com um
papel de prote¢do do hormonio.” Portanto o objetivo desse estudo
foi avaliar o efeito da melatonina sobre o crescimento do TE assim
como sua disseminacao metastatica para o linfonodo popliteo.

MATERIAL E METODOS

MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL

Foram utilizados quatorze camundongos da linhagem sui¢a, ma-
chos, com idade entre 30 e 45 dias, procedentes do Biotério da Uni-
versidade do Sagrado Coragdo — USC. No decorrer dos experimen-
tos os camundongos foram mantidos em gaiolas de polipropileno,
receberam agua proveniente do sistema de distribui¢do de dgua da
Universidade do Sagrado Coracdo — USC e ragdo comercial especi-
fica para camundongos.

NEOPLASIA

Foi utilizado o Tumor Ascitico de Ehrlich, mantido no Biotério
da Universidade do Sagrado Coragdo — USC. As células neoplasi-
cas foram mantidas “in vivo” por repiques semanais, através do im-
plante de 107 células tumorais por via intraperitoneal. Na obtengao
de inoculos para implante do tumor, o fluido ascitico foi retirado,
por puncdo da cavidade peritoneal, e a suspensdo foi ajustada para
a concentragdo de 10° células tumorais/mL, sendo inoculado 0,ImL
desta suspensdo por animal via subcutanea no coxim plantar da pata
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traseira direita sendo que o in6culo ficou na diregdo do membro in-
ferior do animal.

TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

Com o objetivo de se determinar a viabilidade celular a um vo-
lume de suspensdo de células, foi acrescido um volume de Azul de
Trypan na concentracdo de 2% (0,8mL da suspensdo celular para
0,2mL de azul Trypan). Posteriormente, uma gota da suspensdo foi
colocada entre ldmina e laminula, e procedemos a contagem percen-
tual das células, consideramos vivas aquelas que excluiram o coran-
te, e mortas as que incorporaram o corante Azul de Trypan. Neste
protocolo foram empregadas somente as suspensoes que apresenta-
ram viabilidade superior a 95%.

TRATAMENTOS

Os animais foram distribuidos em dois grupos: um grupo contro-
le contendo sete animais tratados com 0,1ml de solucao fisiologica,
via oral, 1x/dia e o grupo teste contendo sete animais tratados com
10mg/kg de melatonina, via oral, 1x/dia. A melatonina foi adquirida
comercialmente na forma sélida e diluida em solug¢ao fisioldgica para
aplicagao.

EUTANASIA

Decorridos dezessete dias de tratamento, os animais foram eu-
tanasiados com dose letal de Ketamina (120mg/kg de peso animal)
e Xylasina (20mg/kg de peso animal). Este protocolo foi avaliado e
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA da
Universidade do Sagrado Corac¢ao, protocolo n° 007/13.

REMOCAO E PESAGEM DA MASSA TUMORAL

ApOs a eutandsia as duas patas traseiras dos animais foram re-
movidas e pesadas em balancga de precisdo. Foi considerado o peso
da massa tumoral a diferenca de peso entre as duas patas (inocula-
da ou nao).
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REMOCAO DO LINFONODO POPLITEO

Foi removido o linfonodo popliteo da pata inoculada com tumor,
fixado em formol a 10% e encaminhado para processamento e co-
loracdo pela HE no laboratério de histotécnica da Universidade do
Sagrado Coragado - USC.

ESTUDO MORFOMETRICO

Cortes histoldgicos corados pela HE foram fotomicrografados (fo-
tomicroscopio Nikon, modelo Eclipse 801; com captura de imagem
por uma camera de alta resolucdo). As imagens capturadas foram
analisadas através do software Image Pro-Plus, versao 5.1 (Media
Cybernetics).

ANALISE ESTATISTICA

Foi empregado o teste de normalidade para verificar se as varia-
vels estavam normalmente distribuidas. Posteriormente, o teste de
hipodtese de Student no modo pareado e de médias independentes, no
sentido de analisar comparativamente os valores médios do peso da
massa tumoral e dimensdes do linfonodo popliteo. No estudo estatis-
tico observamos um nivel de significancia p<0,05.

RESULTADOS

Neste estudo, com o objetivo de investigar o efeito da melatoni-
na sobre a producdo de metastases linfaticas, camundongos suicos
foram inoculados com TE no coxim plantar e distribuidos em dois
grupos: um deles tratado com solug¢ao fisioldgica e o outro com me-
latonina.

O primeiro parametro avaliado foi o peso da massa tumoral, um
critério empregado em estudos cientificos no sentido de constatar
efeito sobre o crescimento tumoral. Constatamos que, em nosso mo-
delo experimental, o grupo tratado com solucdo fisioldgica o peso
tumoral foi significativamente maior quando comparado ao grupo
tratado com melatonina. Estes dados se encontram demonstrados na
tabela 1 e nas figuras 1 e 2.
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Tabela 1 - Efeito do tratamento com melatonina sobre o peso do tumor
solido de Ehrlich (TE)

GRUPOS @ PESO TUMORAL
Controle 0,62 = 0,14 K°
Teste 0,23 +0,14*

Nota: a — grupo controle = animais tratados com solug¢ao fisiologica (0,1ml, VO,
1x/dia); grupo teste = animais tratados com melatonina (10mg/kg peso animal,
VO, 1x/dia).

b - Resultados expressos em média + desvio padrao.

¢ - N =07 animais por grupo.

“-P=0,01.
1 .
0,75 -
=)
'
8 0,5 - m Controle
]
o mTeste
0,25 -
0 |

Grupos

Figura 1 - Peso tumoral por grupo.
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Figura 2 — A esquerda pata inoculada, grupo controle. A direita pata inoculada,
grupo teste.

Apds remocao do linfonodo popliteo da pata inoculada, processa-
mento de rotina para coloragdo H.E. e andlise morfométrica dos mes-
mos. A mensuracao da area dos linfonodos revelou que o tratamento
com melatonina reduziu significativamente, fato associado a uma re-
ducdo na proliferagdo metastatica para este linfonodo e confirmado
posteriormente pela anélise microscopica destes linfonodos. Dados
se encontrados apresentados na tabela 2 e figuras 3 e 4.
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Tabela 2 - Efeito do tratamento com melatonina sobre a morfometria dos
linfonodos

GRUPOS 2 AREA DOS LINFONODOS
Controle 7,53 +2,09°¢
Teste 4,37 =158

Nota: a — grupo controle = animais tratados com solugao fisiologica (0,1ml, VO,
Ix/dia); grupo teste = animais tratados com melatonina (10mg/kg peso animal,
VO, 1x/dia).

b - Resultados expressos em média + desvio padrao.

¢ - N =07 animais por grupo.

*-P=0,05.

10 4

N
(%]
1

H Controle

H Teste

Area dos linfonodos (mm?)
N
wv (%]

Grupos

Figura 3 - Area dos linfonodos por grupo.
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Figura 4 - A esquerda linfonodo popliteo, grupo controle. A direita linfonodo
popliteo, grupo teste. Aumento: 2x.

Com o objetivo de investigar se a diferenga na area dos linfonodos
estava relacionada ao crescimento metastatico, realizamos a analise
morfométrica com auxilio de gradicula sobreposta as fotomicrogra-
fias em aumento total de 400x. Pudemos confirmar que o tratamento
com melatonina realmente afetou o numero de células tumorais pre-
sentes. Estes dados estdo demonstrados na tabela 3 e figuras 5 e 6.

Tabela 3 - Efeito do tratamento com melatonina sobre células tumorais

GRUPOS ? CELULAS TUMORAIS
Controle 102,8 + 39,23°¢
Teste 62,8 + 13,07

Nota: a — grupo controle = animais tratados com solugao fisiologica (0,1ml, VO,
1x/dia); grupo teste animais tratados com melatonina (10mg/kg peso animal,
VO, 1x/dia).

b - Resultados expressos em média + desvio padrao.

¢ - N =07 animais por grupo.

*-P=0,04.
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Figura 5 - Niimero de células tumorais por grupo.

Figura 6 — A esquerda células tumorais (destaque), grupo controle.

A direita células tumorais, grupo teste. Aumento: 40x
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DISCUSSAO

Hé uma associa¢ao muito clara entre a evolucao de uma neoplasia
e os niveis séricos de estresse, sendo este a causa de diversos dese-
quilibrios no organismo e um aumento na suscetibilidade as doengas.
O estresse ¢ associado a uma elevagao sérica dos niveis de cortisol e
este interfere diretamente na resposta imunitaria do portador. Nestes
individuos, ha um desequilibrio entre os hormonios melatonina e
cortisol, dai a necessidade de investigarmos se a elevacao da mela-
tonina circulante seria capaz de controlar a proliferacao metastatica
do TE.

Estudos anteriores relatam que o uso da melatonina € capaz de re-
tardar o desenvolvimento de neoplasias intracranianas como o glio-
blastoma, cujo diagnostico confere ao portador um progndstico ruim
e uma curta taxa de sobrevida, mesmo com a remogao cirurgica e
concomitante radioterapia. Nestes pacientes, o tratamento com me-
latonina promoveu um aumento na taxa de sobrevida e consideravel
melhora na qualidade da mesma. (LISSONI et al., 1996; MARTIN
et al., 2010).

Em nosso modelo experimental, a administracao da melatonina
fez com que o crescimento tumoral reduzisse significativamente em
relacdo ao grupo tratado com solugdo fisiologica. Tal afirmacgao ¢
baseada na diferenga de peso entre as patas traseiras do animal, ino-
culada ou ndo com TE. Em outros modelos ¢ comum usar como
método de investigagdo deste parametro a analise morfométrica da
massa tumoral, porém a inoculagao no coxim plantar do camundon-
go gera uma infiltracdo tumoral entre ossos ¢ musculos da pata do
animal, impossibilitando o isolamento e remog¢ao tumoral completa.

Efeito fisiologico semelhante foi observado em pacientes com car-
cinoma da mama, onde se observou uma relagao entre a redugao na
proliferacdo celular neoplésica e consequentemente do receptor de
estroégeno positivo e um baixo nivel de melatonina na urina noturna,
sendo maior sua presenca na circulagdao. (BLASK; WILSON; ZA-
LATAN, 1997, SCHERNHAMMER et al., 2010).

Buscamos correlacionar a producao de metéstases linfaticas com
a area dos linfonodos avaliada por morfometria. O TE ¢ conhecido
pelo fato de ndo produzir metastases hematogénicas, porém as me-
tastases linfaticas sdao comuns. Tumores sélidos, incapazes de pro-
duzir metastases hematogénicas, podem produzir a neoformacao
de vasos linfaticos de modo semelhante a angiogénese. Ha relato
de que o fator de crescimento endotelial-vascular C e D (VEGF-C
e D) seria produzido por tumores soélidos e se ligariam a recepto-
res especificos em vasos linfaticos, sendo esta a rota principal para
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proliferacdo metastatica. (NATHANSON, 2003). Em nosso modelo
constatamos que a proliferacdo metastatica associada a area dos lin-
fonodos também reduziu significativamente no grupo tratado com
melatonina, sugerindo uma reversao na capacidade do TE em pro-
duzir novos vasos linfaticos.

Portanto, hé associa¢des entre a melatonina e o controle da pro-
gressdo neoplasica, sendo a primeira antiproliferativa e, até o mo-
mento ndo ha razdes desfavoraveis para o seu uso. (JUNG; AHMAD,
2006; MARTIN et al., 2006).

Além dos fatos descritos anteriormente, constatamos diferenca
relacionada ao nimero de células tumorais no linfonodo, justifi-
cando o menor crescimento metastatico. Estudos anteriores de-
monstram que a melatonina tem como fun¢do também modular
a producao e fungdo das células hematopoiéticas, afetando dire-
tamente a producao e fungao de células envolvidas na resposta de
defesa antitumor, como por exemplo, os linfocitos natural killer
(NK) com multiplos papéis sendo um deles, realizar a lise de cé-
lulas tumorais. (JUNG; AHMAD, 2006). Portanto, o modelo em-
pregado neste estudo comprova o fato de que o tratamento com
melatonina reduz ndo s6 o crescimento tumoral mas também a
proliferacdo linfatica do TE. Estudos adicionais sdo necessarios
para esclarecer porque este tratamento consegue reduzir, mas nao
abolir o crescimento tumoral, assim como a necessidade de escla-
recer quais as citocinas envolvidas neste mecanismo de controle.
Apesar da necessidade de mais evidéncias cientificas, a melatoni-
na apresentou um efeito benéfico sobre a reducao do crescimento
neoplasico e a produgdo de metéastases linfaticas, um dos maiores
desafios no tratamento de neoplasias e que merece especial aten-
¢do por parte da comunidade cientifica.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que o tratamento com
0 hormdnio melatonina resultou em redugao significativa no cresci-
mento do TE, associado a uma reducdo na area dos linfonodos po-
pliteos e que esta ultima foi associada a uma diminui¢do no nimero
de células tumorais presentes nos linfonodos. Porém sdo necessarias
novas pesquisas para identificar quais mecanismos estdo envolvidos
nesse processo e o fato de que este hormonio ndo conseguiu abolir o
tumor e sim uma conten¢ao no seu crescimento.
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