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RESUMO

Com a evolugdo, os mamiferos adquiriram métodos de delimitar seu reldgio
biolégico, o ritmo circadiano que era regido por dois horménios principais, a
melatonina e o cortisol. A melatonina, o hormonio do sono regula varias fungbes do
corpo como a ativagao de fatores de necrose tumoral, com o passar do tempo e com
0 avango da civilizagdo as noites comegcaram a se tornar mais claras, assim tendo
efeito contra esse hormonio, causando deficiéncia e maximizando a funcédo do seu
hormonio antagbnico, o cortisol, e assim alterando as regulagées fomentadas pela
melatonina. Tumores malignos s&o constituidos por uma massa de células
neoplasica, o parénquima tumoral, células tumorais viaveis em crescimento regular e
em seu interior a necrose de coagulacdo, por baixa oxigenagcdo. A melatonina
também tem capacidade de diminuir a atividade da telomerase comprometendo as
protecdes do material genético , assim reduzindo as metastase. Esse estudo buscou
avaliar a acdo da melatonina no tumor solido de Ehrlich, um modelo de neoplasia
experimental com camundongos, na tentativa de correlacionar o tratamento com
melatonina ao crescimento desse tumor em relacdo do parénquima e da necrose
tumoral. Como resultado, os valores de &rea tumoral, necrose e parénquima( area
total: teste: 52,60 + 17,84 controle: 59,27 + 17,66; area de parénquima: teste: 27,98 +
8,76 controle: 31,10 + 15,56; area de necrose: teste: 29,70 + 14,41 controle: 25,49 +
15,48.) ndo foram significativos, sendo necesséario um estudo futuro empregando um
ndmero maior de animais por grupo o que poderia confirmar ou contrapor o0s
resultados aqui demonstrados.

Palavras-chave: Oncologia experimental. Tumor de Ehrlich. Melatonina. Necrose.

Parénquima.



ABSTRACT

With evolution, mammals have acquired the methods to define their biological
clock, the circadian rhythm that was governed by two main hormones melatonin and
cortisol. Melatonin, the sleep hormone regulates various body functions such as
activation of tumor necrosis factors, over time and with the advance of civilization night
started to become clearer, thus having effect against this hormone, causing disability
and maximizing the function of your antagonistic hormone, cortisol, and thereby
altering the regulations fostered by melatonin. Malignant tumors are constituted by a
mass of neoplastic cells, tumor parenchyma viable tumor cells in regulating growth
and inside a coagulation necrosis for low oxygenation. Melatonin also has ability to
decrease telomerase activity affecting the protection of the genetic material, thus
reducing metastasis. This study aimed to evaluate the action of melatonin in solid
tumor Ehrlich, a model of experimental cancer in mice, trying to correlate treatment
with melatonin to the growth of this tumor relative parenchymal and tumor necrosis. As
a result, the tumor area values, and parenchymal necrosis (total area: test: 52.60 *
17.84 control: 59.27 £ 17.66; parenchymal area: test: 27.98 + 8.76 control: 31.10 +
15.56; necrotic area:. test: 29.70 £ 14.41 control: 25.49 £ 15.48) were not significant,
requiring future study involving a larger number of animals per group the that could
confirm or counteract the results shown here.

Keywords: Experimental oncology. Ehrlich tumor. Melatonin. Necrosis. Parenchyma.
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1 INTRODUCAO

H&a bilhdes de anos os mamiferos desenvolveram métodos enddgenos que
delimitam o corpo as horas do dia, denominado ritmo circadiano, este esta
influenciado por periodos de luz e escuriddo, ao mesmo tempo em que induz certos
horménios a atuarem no organismo, nos dando disposicdo como também fazendo
reparos gerais.

Com a iluminagdo artificial e com o avanco da civilizagdo houve uma
dessincronizagdo de nosso ritmo circadiano, por este motivo certos hormoénios
sofreram alterag6es em sua disponibilidade no nosso organismo bem como em outros
mamiferos. Esses hormdnios enddgenos séo principalmente a melatonina e o cortisol.
(BLASK, 2009)

A melatonina (MLT), também conhecida como indolamina ou N-acetil-5-
metoxitriptamina € um hormdnio ndo esterodidal derivado do aminoécido triptofano e
sintetizado a partir da agdo da enzima N-acetiltransferase (NAT), produzido na
glandula pineal, nas células denominadas pinealocitos (ARENDT, 1994) secretada
durante a noite, € 0 mais potente eliminador de radicais livres endégenos por causa
de sua alta afinidade lipidica que consegue se difundir através da membrana
plasmética e também tem acdo protetora contra imunodepressédo estimulada por
estresse e altas concentragdes hormdnios glicocorticoides como o cortisol. (FUCHS,
et al., 2010).

Varias fungbes corporais como o controle do ritmo circadiano de diversos
processos fisioldgicos, desenvolvimento de céncer e crescimento, padrbdes de
secrecdo de hormdnios, regulacdo do sistema neuroenddcrino, o sistema anti-
apoptotico sdo influenciados pela melatonina e, também, estimula a producéo de
interleucinas com interleucinas-2 (IL-2) e interferon-y (IFN-y). (FERREIRA, et al.,
2010).

A MLT é um mediador endégeno com agdo oncostatica em varios tumores,
como tumores mamarios, leucemia infantil e inibicAo de proliferacdo tumoral e
metastases, também isso ndo ocorre apenas in vivo entretanto ha uma inibicdo de
crescimento de células parenquimatosas na taxa de 80% em estudo in vitro (COS et
al., 1998; LISSONI et al., 2001; MANTOVANI et al., 2001).



Os seus efeitos oncogénicos, particularmente em neoplasias maméarias
humano, estdo relacionadas com a sua capacidade para supra-regular a expressao
de genes envolvidos na expressdo do receptor de estrogénio e em xenotransplantes
de tumores mamarios atuando nos receptores de melatonina para suprimir a
formacdo de monofosfato ciclico de adenosina levando a supressdo de &cido
linoleico. (BLASK, 2009).

O fator de necrose tumoral (TNF), foi descrito por sua capacidade de induzir a
necrose em certos tumores, estimulada por leucotrieno B4, é principalmente
produzida por macrofagos e pode ter outras atividades como o emagrecimento em
infecgbes parasitarias (FRANCO et al., 2010). Existem dois tipos de TNF, o TNF —-a e
TNF —B, O TNF —a Também conhecido como caquexina, € uma citocina pro-
inflamatoria produzida por mondcitos, macrofagos e linfocitos-T principalmente. E
também TNF —3 tendo os mesmos receptores TNFR-1 e TNFR- 2. (OLIVEIRA et al.,
2011). O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), reconhecido por sua
atividade miogénica para células endoteliais, tem importancia significativa no
crescimento neoplasico, atuam desde o desprendimento de células endoteliais, até a
migragao, proliferacdo e diferenciagdo, muitos canceres apresentam essa enzima
para a produgdo de vasos para a nutricdo de suas células e metastases. (FRANCO et
al., 2010).

O tumor de Ehrlich foi isolado por Ehrlich em 1986 e descrito em 1906 como
um carcinoma mamario de camundongos fémeas. (D’AGLI, M. L. Z.; GUERRA, J. L.;
SALDIVA, P. H. N. 1992). Inicialmente, o tumor foi desenvolvido experimentalmente
sob a forma solida, sendo transplantado em animais da mesma espécie. Somente em
1932, com Loewenthal & Jahn, € que surgiu a forma ascitica, ou seja, aquela
desenvolvida no peritbnio de animais inoculados com células tumorais.
Histologicamente, o tumor de Ehrlich apresenta extensas &reas de necrose. Estas
sdo oriundas da morte das células neoplasicas, a qual € bastante intensa j4 na
primeira semana poés-inoculagdo. Intensa atipia e células extremamente anaplasicas
sdo comumente vistas por toda a lamina. (D’AGLI, M. L. Z.; GUERRA, J. L,
SALDIVA, P. H. N.1992) O tumor possui poucas células inflamatérias e estroma
escasso. Alto indice mitético e de invasividade caracterizam essa neoplasia, a qual
constitui excelente instrumento didatico para o entendimento do comportamento dos

tumores malignos.
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As areas de necrose ocupam porgdo central na massa tumoral e quanto mais
extensa, mais agressivo e anaplasico é 6 tumor, pois estdo relacionadas a uma
“competicdo” entre células tumorais em franco crescimento por nutrientes e pelo
espaco que ocupam. As areas de necrose sao infiltradas por neutréfilos que,
acreditava-se apenas ter relagdo com a remog¢éo das células mortas, porém estudos
recentes apontam para um importante papel dos neutréfilos no sentido de sinalizarem
para macrofagos e ativarem os mesmos (REIS et al., 2009). Portanto, avaliacdo da
extensdo das é&reas de necrose € um importante marcador para andlise do
comportamento da massa tumoral.

Neoplasias malignas, como o tumor de Ehrlich, séo caracterizadas por
apresentar um parénquima, ou seja, uma regido onde células tumorais vivas em fase
continua de proliferagdo. Nesta regido contatamos células atipicas, com nucleos
atipicos e multinucleados, caracterizando uma falha no processo de divisédo celular
durante a anafase. A hipercromasia, uma intensa afinidade do ndcleo pelo corante de
carater acido (hematoxilina) € marcante em tumores malignos e ndo € incomum o
achado de figuras de mitose e meiose atipicas no interior do parénquima tumoral.
Metastases hematogénicas ndo s&o préprias do tumor de Ehrlich, porém crescimento
secundéario em linfonodos € um achado comum. Em modelo induzindo metastases
para linfonodo popliteo (SANTOS; CONSTANTINO, 2015), constatou-se que o
tratamento com melatonina reduziu este padrao de progressao metastatica. Estudos
recentes (dados ainda néo publicados) demostram que o tratamento com melatonina
reduz significativamente a fibrinogénio estroma tumoral, podendo ser este também
um mecanismo de acgdo para o controle do crescimento tumoral atribuido a
melatonina.

Muito se estuda sobre neoplasia, como cura-las ou reduzir a0 minimo os
efeitos de seu desgaste no organismo. A melatonina pode influenciar em vérios
fatores, especialmente ritmo circadiano, mas também como seus efeitos oncogénicos
em carcinomas mamarios.

Esse trabalho visa entender a atuacdo da melatonina na angiogénese no
tumor de Ehrlich, mesmo este, sendo um carcinoma mamario, para identificar se a

angiogénese induzida por essa neoplasia € alterada.
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2 OBJETIVOS

Segue abaixo os objetivos da pesquisa:

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo da melatonina sobre o desenvolvimento do tumor solido de

Erlich, com foco principal nas dimensfes das areas de necrose e parénquima

tumorais

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) avaliar o crescimento tumoral;

b) quantificar areas de necrose, parénquima tumorais.
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3 METODOLOGIA

A metodologia consiste em:

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para realizacdo deste estudo foram empregados vinte camundongos sui¢os
distribuidos em um grupo teste e outro controle, cada um contendo dez animais.
Os animais foram selecionados de acordo com a média de seus pesos, sendo 0
grupo teste com média de 36,31 gramas e o grupo controle com média de 32,40
gramas.

As células neoplésicas foram mantidas “in vivo” por repiques semanais,
através do implante de 10’ células tumorais por via intraperitoneal. A suspensio
foi ajustada para a concentragdo de 10° células tumorais/mL e em seguida
realizou-se a contagem das células cujo resultado teve em média 596 células
tumorais.

No dorso de cada animal foram inoculados 0,1 ml da solucdo de células
tumorais, por via subcutanea. Por cerca de vinte e um dias os animais do grupo
teste foram tratados com 10mg/kg de melatonina (SIGMA), via oral, 1x/dia e os
animais do grupo controle com 0,1ml de solugéo fisioldgica, via oral, 1x/dia.

Decorridos os vinte e um dias, os animais foram eutanasiados em camara
de eutanasia com isoflurano e posteriormente a massa tumoral foi removida e
fixada em formol logo apds a sua obtencdo. Apds a seccdo ao longo do seu maior
eixo, uma parte do material foi fixado em parafina, cortado e encaminhado para
processamento e coloragdo pela HE (Hematoxilina-Eosina).

Foi realizada a andlise morfométrica do tecido tumoral corado pela HE e
com o objetivo de mensurar pardmetros morfométricos. Este protocolo foi avaliado
e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Sagrado

Coragéo (protocolo n® 11/14).
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3.2 ANIMAIS

Para realizacdo do presente estudo foram utilizados vinte camundongos
suicos, machos, com sessenta dias de idade, obtidos do Biotério da Universidade
do Sagrado Coragdo (USC). No decorrer dos experimentos os camundongos
foram mantidos em gaiolas de polipropileno, receberam &gua proveniente do
sistema de distribuicdo de 4gua da Universidade do Sagrado Coracdo — USC e

ragdo comercial especifica para camundongos.
3.3 NEOPLASIA

Foi utilizado o Tumor Sdélido de Ehrlich, mantido no Biotério da Universidade
do Sagrado Coragdo — USC. As células neoplasicas foram mantidas “in vivo” por
repiques semanais, através do implante de 10’ células tumorais por via
intraperitoneal. Na obtencdo de in6culos para implante do tumor, o fluido ascitico
foi retirado, por puncdo da cavidade peritoneal, e a suspenséo ajustada para a
concentragdo de 10° células tumorais/mL, sendo inoculados 0,1mL desta

suspensao por animal, via subcutanea no dorso de cada animal.
3.4 TESTE DE VIABILIDADE CELULAR

Com o objetivo de se determinar a viabilidade celular a um volume de
suspensdo de células, foi acrescido um volume de Azul de Trypan na
concentragcdo de 2% (0,8mL da suspenséao celular para 0,2mL de azul Trypan).
Posteriormente, uma gota da suspenséo foi colocada entre lamina e laminula, e
procedemos a contagem percentual das células, consideramos vivas aquelas que
excluiram o corante, e mortas as que incorporaram o corante Azul de Trypan.
Neste protocolo foram empregadas somente as suspensdes que apresentaram

viabilidade superior a 95%.
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3.5 TRATAMENTO COM MELATONINA

O grupo controle foi tratado com 0,1ml de solucdo fisioldgica, via oral,
1x/dia e o grupo teste com 10mg/kg de melatonina importada, via oral, 1x/dia. A

melatonina foi diluida em solugao fisiolégica para aplicacao.

3.6 EUTANASIA

Decorridos vinte e um dias de tratamento, os animais foram eutanasiados
em camara de eutanasia com isoflurano. Este procedimento promove o minimo de
estresse e dor nos animais, sendo recomendado pelo Conselho Nacional de

Controle da Experimentac&o animal (CONCEA).

3.7 AVALIACAO DO CRESCIMENTO TUMORAL

Nos estudos morfométricos foram realizados Cortes histolégicos corados
pela HE e foto micrografados (foto microscépio Nikon, modelo Eclipse 801; com
captura de imagem por uma camera de alta resolugdo). As imagens capturadas
foram analisadas atravées do software ImagePro-Plus, versdo 5.1 (Media

Cybernetics).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Foi empregado o teste de normalidade para verificar se as variaveis
estavam normalmente distribuidas. Posteriormente, o teste de hipdtese de Student
indicado para testar uma variavel entre dois grupos distintos (Soro Fisiologico e
Melatonina) no modo pareado e de médias independentes. No estudo estatistico

observamos um nivel de significancia p<0,05.
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4 RESULTADOS

O primeiro pardmetro avaliado neste estudo foi a &rea total do tumor sélido de
Ehrlich. Suas dimensdes compreendem o conjunto formado por parénquima, area
central de necrose e um estroma que a circunda mais externamente. A area total ndo
foi quantitativamente afetada pelo tratamento com melatonina, contrariando a
hipétese inicial que norteou o desenvolvimento deste estudo. Como demonstrado na
Tabela 1 e Figura 1, ndo constatamos diferenca significativa com relacao a area total

do tumor entre 0s grupos controle ou teste.

Tabela 1 - Area total do tumor sélido de Ehrlich em fung&o do tratamento com solug¢io

fisioldgica e melatonina

TRATAMENTOS? AREA TOTAL (mm?)
controle® 59,27 + 17,66
teste® 52,60 + 17,84

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota:
a. Animais foram tratados por um periodo total de vinte e um dias, com solucéo fisiologica, via
oral, 0,1mL, 1x/dia ou com melatonina 10mg por kg de peso animal, via oral, 0,1mL, 1x/dia.
b. Resultados expressos em média + desvio padrao;
c. N=10 animais;
d. N=7 animais, trés dos animais do grupo teste ficaram inviaveis pois o tumor se expandiu via
intraperitoneal.

Figura 1 - Area total do tumor sélido de Ehrlich

Area Total

100 -
80 -
60 -
40 -
20 -

= Controle

m Teste

Area total (mm?)

Tratamento

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: Os resultados expressam a média +/- desvio-padrao da area total
da lesdo (em mm?)
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Ao analisarmos o parénquima tumoral, constituido de células tumorais vivas e
com proliferacdo constante, observamos com facilidade figuras de mitose, células
atipicas e anaplasicas, porém ndo houve reflexo nas dimensdes deste parametro o
tratamento com melatonina. Esses resultados se encontram demonstrados na Tabela

2 e Figura 2.

Tabela 2 - Area de parénquima do tumor solido de Ehrlich em funcdo do

tratamento com solucao fisiolégica e melatonina

TRATAMENTOS? AREA PARENQUIMA (mm?)
controle® 31,10 + 15,56°
tested 29,70 + 14,41

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota:
a. Animais foram tratados por um periodo total de vinte e um dias, com soluc¢éao fisiolOgica, via
oral, 0,1mL, 1x/dia ou com melatonina 10mg por kg de peso animal, via oral, 0,1mL, 1x/dia;
b. Resultados expressos em média + desvio padrao;
c. N=10 animais;
d. N= 7 animais. trés dos animais do grupo teste ficaram inviaveis pois o tumor se expandiu via
intraperitoneal.

Figura 2 - Parénquima tumoral

Area de Parénquima

o o1
1 1

= Controle

o
1

Teste

Parénquima (mm?2)
N N W W
(6)] (6)]

1 1

=
g O
1

Tratamento

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: Os resultados expressam a media +/- desvio padrdo da area de parénquima
da lesdo (em mmg2).
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O terceiro parametro analisado foi a area central de necrose. Corroborando os
achados anteriores ndo observamos qualquer diferenca entre os grupos avaliados,
pois a ndo constatacdo de diferencas significativas tanto na area total quanto no
parénquima, como consequéncia ldgica, resultaria em dimensdes semelhantes das

areas de necrose. Demonstramos estes dados na Tabela 3 e Figura 3.

Tabela 3 - Area de necrose do tumor solido de Ehrlich em func&o do tratamento com

solucéo fisiolégica e melatonina

TRATAMENTOS? AREA NECROSE (mm?)
controle® 27,98 + 8,76°
teste’ 25,49 + 15,48

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota:
a. Animais foram tratados por um periodo total de vinte e um dias, com solucao fisioldgica, via
oral, 0,1mL, 1x/dia ou com melatonina 10mg por kg de peso animal, via oral, 0,1mL, 1x/dia;
b. Resultados expressos em média + desvio padrao;
N= 10 animais;
N= 7 animais. trés dos animais do grupo teste ficaram inviaveis pois o tumor se expandiu via
intraperitoneal.

oo

Figura 3 - Area de necrose

Area de necrose

o
1

m Controle

o
1

Teste

Necrose (mm?)

P RN N W
g o O ol
1 1 1 1

o
I

Tratamento

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: Os resultados expressam a media +/- desvio padréo da area de necrose
da lesdo (em mmg2).
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Na Figura abaixo, estd demonstrado a composicéo do tumor solido de Ehrlich.
Figura 4 - tumor de Ehrlich

Fonte: Elaborada pelo autor.
Nota: a: area de necrose b: area de parénquima;
coloragdo H.E, aumento 20x
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5 DISCUSSAO

Os tumores solidos constituem a forma de crescimento tumoral mais comum
na espécie humana. S&o constituidos por por¢des distintas em seu contetdo celular.
O estroma tumoral € a porcdo mais externa onde sdo encontrados vasos
neoformados e fibroblastos, sendo este o responsavel pela sustentacdo e nutricdo da
massa neoplésica. Mais internamente encontramos o parénguima composto por
células tumorais viaveis em crescimento regular ou acentuado dependendo da fase
em que se encontra o tumor. A por¢cado mais central € formada por &reas de necrose,
onde se encontram células tumorais que sofreram necrose por coagulagdo em funcao
da baixa oxigenagao desta regiéo.

Neste estudo ndo constatamos diferenga significativa entre o grupo
controle e o grupo tratado com melatonina. Com base neste resultado podemos
levantar a questdo de que a andlise da area total ndo é um parametro fiel, pois reflete
todas as por¢des que constituem o tumor, sendo assim a andlise do parénquima e
das &reas de necrose se tornam indispensaveis.

O parénquima tumoral néo foi significativamente reduzido pelo tratamento com
melatonina, o que discorda estudos anteriores com outros modelos (BLASK, 2009;
SANTOS; CONSTANTINO, 2015).

O mecanismo de acdo da melatonina, com base em nosso estudo, tem agao
direta sobre a célula tumoral. Esta acdo direta pode envolver mecanismos distintos
que nao foram objeto de estudo neste momento, entretanto ha uma associacdo bem
visivel entre os niveis de estresse e a evolucdo do tumor, esta acao pode colidir em
um desequilibrio hormonal resultando em resposta imunitaria deficiente. A acdo da
melatonina pode ter efeito tumoricida ou a capacidade de interferir na proliferagéo das
células neoplasicas. (BLASK, 2009; FUCHS et al., 2010;).

A comparacdo das meédias das &reas de necrose ndo revelou diferenca
significativa. Porém, percentualmente podemos levantar a questdo de que estas
areas assumiram maiores propor¢des no grupo tratado com melatonina. Estudos
adicionais neste modelo empregando maior nimero de individuos por grupo pode
esclarecer tal fato.

Como neste estudo foram utilizados animais de linhagem n&o isogénica, era

esperado um desvio padrdo significativo, porém os resultados obtidos revelaram um
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desvio superior. Podemos entéo sugerir que estes dados precisam ser avaliados em
estudo futuro empregando um ndmero maior de animais por grupo o que poderia
confirmar ou contrapor os resultados aqui demonstrados. Em fungdo do elevado
desvio também foi realizada uma analise estatistica empregando o teste nao
paramétrico de Mann-Whitney comparando medianas, mas por esta analise também

néo foi constatada diferenga significativa em nenhum dos parametros avaliados.
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6 CONCLUSOES

a) o tratamento com melatonina, no periodo de avaliagdo utilizado neste
estudo ndo afetou as éareas totais, de parénquima ou de necrose no
tumor solido de Ehrlich;

b) o nimero de animais por grupo pode ter influenciado nossos resultados
pois diferem dos estudos publicados anteriormente;

c) estudos adicionais, ampliando o niumero de animais e avaliando outros

momentos do desenvolvimento do TE sdo necesséarios.
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