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“Veni, vidi, vici”

Julio César (47 a.C)



“A existéncia é um termo da evolugdo.”
Charles Darwin — A Origem das Especies (1859)



“E a molécula que tem charme, néo os cientistas.”

Francis Crick (1981)



RESUMO

O carcinoma de colo de utero, também chamado de cancer cervical, é o segundo tipo de
neoplasia mundialmente mais frequente em mulheres. A cada ano surgem cerca de 530 mil
novos casos, sendo a quarta causa de morte em paises em desenvolvimento, com
aproximadamente 275 mil mortes por ano. O tratamento para cancer de colo de utero inclui
cirurgia, terapia por irradiacdo e quimioterapia, mas por serem métodos invasivos,
pesquisadores tém buscado novos farmacos antitumorais para auxiliar a eficiéncia dos
tratamentos. A melatonina seria um desses farmacos, pois tem atividade antitumoral por
meio de varios mecanismos, incluindo seus efeitos antiproliferativos e pro-apoptéticos, bem
como sua potente acdo pro-oxidante em células tumorais. Melatonina € um hormonio
natural produzido pela glandula pineal, regula o ritmo circadiano, possuindo propriedades
imunomoduladoras, anti-inflamatérias e anti-oxidantes. Em funcdo da importancia da
melatonina, foi proposto o presente trabalho que teve como objetivo geral avaliar seu
potencial efeito nas células neoplasicas sobre a morfologia, proliferagao e migracao celular,
citotoxicidade, genotoxicidade, apoptose, ciclo celular e expressdo génica, observando
COmo ocorre essa agado e como essas alteragdes podem participar do processo
tumorigénico. Foram utilizadas duas linhagens tumorigénicas, uma de carcinoma de colo
de utero (SiHa) e outra de adenocarcinoma de colo de utero (HelLa), além de uma linhagem
de células ndo tumorigénicas, derivada de células de queratinécitos da pele humana
(HaCaT), tratadas com melatonina (concentragcdo de 100nM e 1mM) por 4, 24, 48 e 72
horas. Nos observamos que a melatonina n&o alterou a morfologia celular, mas reduziu a
proliferagéo e migragao celular, ndo foi citotoxica, mas foi genotoxica, reduziu formagao de
colbnias tumorais, induziu o processo de apoptose inicial, tardia e necrose e estimulou as
células a estacionarem nas fases G1/G0 e G2/M do ciclo celular. Além disso, observamos
que a melatonina também modulou a via génica PI3K/AKT, pela ativagdo dos receptores
MTNR1A e MTNR1B e diminuicdo de AKT. Dessa maneira, a melatonina parece apresentar
uma agao antitumorigénica, por mecanismos relacionados as vias antiproliferativas,
antimigratorias e apoptéticas, e abrem novas possibilidades de estudos futuros para

terapias associadas ao cancer de colo de utero.

Palavras-chave: cultura celular, anti-proliferacéo, gene AKT



ABSTRACT

Cervical cancer, also called cervical cancer, is the second most common type of cancer
in women worldwide. Each year there are about 530 thousand new cases, being the
fourth leading cause of death in developing countries, with approximately 275,000
deaths per year. Approximately 35% of women diagnosed with cervical carcinoma
have recurrent disease, with 90% of these findings within three years of initial
treatment. Treatment for cervical cancer includes surgery, radiation therapy and
chemotherapy, but because they are invasive methods, researchers have been looking
for new anti-tumor drugs to help with the efficiency of treatments. Melatonin would be
one of these drugs, as it has antitumor activity through several mechanisms, including
its antiproliferative and pro-apoptotic effects, as well as its potent pro-oxidant action on
tumor cells. Melatonin is a natural hormone produced by the pineal gland, regulates
the circadian rhythm, having immunomodulatory, anti-inflammatory and anti-oxidant
properties. It not only regulates biological functions, but is important in the actions of
pathological processes, including cancer. Due to the importance of melatonin, the
present work was proposed, which aimed to evaluate its potential effect on neoplastic
cells on cell morphology, proliferation and migration, cytotoxicity, genotoxicity,
apoptosis and cell cycle, gene and protein expression, observing how it occurs this
action and how these changes can participate in the tumorigenic process. In the
present work we observed that melatonin did not change cell morphology, but reduced
cell proliferation and migration, was not cytotoxic, but genotoxic, reduced tumor colony
formation, induced the process of early, late and necrosis apoptosis and stimulated
cells to park in the G1/G0 and G2/M phases of the cell cycle. Thus, melatonin seems
to have an anti-tumorigenic action, through mechanisms related to anti-proliferative,
anti-migratory and apoptotic pathways, opening new possibilities for future studies for

therapies associated with cervical cancer.

Keywords: cell culture, anti-proliferative, AKT gene
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O carcinoma de colo de utero, também denominado cancer cervical, € o segundo
tipo de cancer mundialmente mais frequente em mulheres, sendo a quarta causa de
morte em paises em desenvolvimento. No Brasil é o terceiro tumor mais frequente na
populacdo feminina e a quarta causa de morte de mulheres por cancer. O numero de
mortes em 2019 foi 6.596 casos e no ano de 2020 contabiliza-se o numero assustador

de 16.590 ocorréncias desse tipo de cancer na populagao feminina (INCA, 2021).

A carcinogénese de colo de utero esta relacionada com alteragdes genéticas,
infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV), angiogénese e processos inflamatorios.
A ideia de que a inflamacdo estd envolvida na tumorigénese é apoiada pela
observacgao de que surgem frequentemente em areas de inflamacgao crénica (BURD,
2003).

Alguns genes relacionados com este tipo de cancer incluem CCNA1, CHFR,
FHIT, PAX1, PTEN, SFRP4, TSLC1, entre outros (ONGENAERT et al., 2008), e
possuem diferentes fungées como regulagdo da transcricdo e expressao, uma das
quais tem baixa regulagdo com hipermetilagdo do promotor levando a lesdes

precursoras no desenvolvimento cervical e na transformacao maligna.

Outro fator relacionado diretamente ao carcinoma de colo de utero € a infecgéo
pelo Papilomavirus Humano (HPV), cerca de 90% dos casos estdo associados com o
HPV como agente causativo (JAAFAR et al., 2009). E sabido que os HPV tipo 16 e 18
sao as principais causas do desenvolvimento de cancer cervical em todo mundo.
(CHRYSOSTOMOWU et al., 2018)

Apesar da infecgdo do HPV ser o principal fator de risco relacionado a esta
doenca, ha outros fatores que contribuem com o desenvolvimento do carcinoma de
colo de utero, entre eles a idade; numero de parceiros sexuais, 0 qual tem sido
relacionado com coinfecgdes, fumo, uso prolongado de contraceptivos hormonais, e
um elevado numero de gravidez, o qual pode estar associado ao fato de que um
grande numero de partos aumenta as lesbes no canal cervical ou causa
imunossupressao nesta area (SOTO-DE LEON et al., 2011).

Os principais tipos de cancer de colo de utero sdo o carcinoma de células
escamosas € o adenocarcinoma (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016). O primeiro
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€ derivado do epitélio estratificado ndo queratinizado, caracteristico da mucosa normal
do colo do utero, e é o tipo histolégico mais comum. Esse tumor se origina de células
da parte externa do utero em contato com a vagina (ectocérvix), enquanto o
adenocarcinoma se desenvolve a partir das células glandulares produtoras de muco
do endocérvix, parte interna do colo de utero (SANKARANARAYANAN et al., 2003).

Esses dois tipos celulares apresentam morfologia distintas, enquanto a SiHa
(carcinoma de células escamosas de colo de utero) apresenta células isoladas e mais
estreladas, a HelLa (adenocarcinoma de colo de utero) apresenta células mais
alongadas, com prolongamentos citoplasmaticos e nucleo grande e centralizado, as
células ficam bem aderidas umas as outras, formando um aspecto mucoso. Além
disso, as duas linhagens celulares HelLa e SiHa estao infectadas pelo virus (HPV 16
e 18) e genes também se expressando diferentemente. A linhagem celular HelLa &
infectada pelo HPV18, enquanto a linhagem SiHa é infectada pelo HPV16 (SEEDORF
et al., 1987).

O tratamento para cancer de colo de utero inclui cirurgia, terapia por irradiagcao
e quimioterapia. Mas existem pacientes que apresentam resisténcia a quimioterapia,
o que dificulta esse tipo de tratamento, entdo pesquisadores tém buscado novos
farmacos antitumorais para melhorar a eficiéncia da quimioterapia. A melatonina (N-
acetil-5-metoxitriptamina) seria um desses farmacos, pois tem atividade antitumoral
por meio de varios mecanismos, incluindo seus efeitos antiproliferativos e pro-
apoptéticos, bem como sua potente agao pro-oxidante em células tumorais (CHEN et
al., 2018).

Melatonina (Figura 1) € um hormdnio natural produzido pela glandula pineal, e
atua na regulagao do ciclo circadiano, possuindo propriedades imunomoduladoras,
anti-inflamatérias e antioxidantes (REITER; TAN; PAPPOLLA, 2004; DI BELLA et al.,
2013; REITER et al., 2017). Sendo sua sintese realizada seguindo um mesmo padréo,
no qual no periodo noturno ha um pico significante e durante o dia nao ha essa sintese
(RAVINDRA; LAKSHMI; AHUJA, 2006; HILL et al., 2015).
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Figura 1. Melatonina e suas propriedades biolégicas.

Propriedades
imunomoduladoras

Regula o ritmo M . Propriedades
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Propriedades
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Fonte: Elaborado pela autora

Melatonina € uma indolamina com dois grupos funcionais e possui dois
receptores (MTR1 e MTR2) associados a proteina G. Esta molécula esta relacionada
com efeito imunomodulador e neuroprotetor, pela ativacdo de células-T, B, NK e
monaocitos, proliferagdo de timdcitos e liberagao de citocinas; além de efeitos anti-
apoptadticos, antioxidante e protecdo de mitocdndrias contra radicais livres, modulando
poros de transicdo de permeabilidade mitocondrial, efeitos no fluxo de elétrons
mitocondriais e influéncia o metabolismo energético, sendo assim é considerada uma
molécula multifuncional (MORADKHANI et al., 2019).

A melatonina ndo regula somente as fungdes bioldgicas, mas é importante em
acdes de processos patoldgicos, entre eles, o cancer (Figura 2). Essa molécula se
mostrou um importante eliminador de radicais livres, exercendo o papel de
antioxidante influenciando a cadeia de transferéncia de elétrons, prevengao dos niveis

de peroxinitrito por meio da regulagéo do 6xido nitrico sintases (INOS, nNOS) e, assim,
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reduzindo os niveis de oxido nitrico, em céancer de ovario (HARDELAND, 2017). Em
fluido folicular pré-ovulatério, que contém altas quantidades de espécies reativas de
oxigénio (ROS), a melatonina aliviou o efeito carcinogénico das altas concentragdes
de ROS, tendo uma agéo antioxidante (HUANG et al., 2015). Mas a melatonina pode
atuar também como um agente pré-oxidante em diferentes tipos de cancer (CHUFFA
et al., 2017).

Figura 2. Acdo da melatonina no céncer

e LN / ”‘
. _,'l"‘-'.‘
Inibe a angiogénese Aumento da apoptose Parada do ciclo celular
LIU, 2017
BUD, 2003 FISCHER, 2015
H:C—qg
HN ’ HN.__CHs;

Melatonina o

Acdo citotdxica em Acédo antioxidante em
células tumorais células tumorais Inibe a metastase
MORADKHANI, 2019 WANG, 2019

PARIENTE, 2015

Fonte: Elaborado pela autora

A melatonina também é um poderoso agente anti-inflamatério, pois induz a
liberacdo de interleucina-2, interleucina-10 e interferon-y, que leva ao aumento de

células T auxiliares, que respondem a essas substancias. As células T auxiliares tém
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um significativo papel anticancer, enquanto o fator nuclear-kappa B (NF-kB) aumenta
a geracao de ROS levando a danos no DNA (NICHOLS et al., 2001; ASK et.al, 2018).
Na etiologia do cancer de ovario, o NF-kB € um fator significativo, muito utilizado como
marcador de inflamagéo (YILMAZ et al., 2018).

A melatonina, além dos efeitos ja conhecidos, pode também vir a ser um
adjuvante no tratamento do COVID-19, pois essa molécula tem diversas fungdes
benéficas em diferentes complicagdes virais. A regulacido do estresse oxidativo,
resposta imunologica e inflamatoria pode vir a ser fundamental para o tratamento de
infecgdes virais, como o SARS-CoV-2 (ZHANG et al., 2020).

A melatonina produzida nos pulmdes funciona como uma barreira contra o
COVID-19, impedindo que esse patogeno invada o epitélio e ativa o sistema
imunoldgico para produgao de anticorpos. Com a analise da expressao de 212 genes
envolvidos na entrada do virus nas células humanas, foi relacionada a expressao
desses genes com a sintese de melatonina nos pulmdes e foi visto que essa produgao
de melatonina pode ser relevante para inibir a infecgdo do coronavirus, visto isso, a
administragcdo desse horménio em pacientes pode bloquear a entrada do patégeno
em questao, sendo assim benéfico para o tratamento e para a populacdo mundial, ja
que ainda nao ha vacinagao para todos (A FERNANDES et al., 2021).

A melatonina pode modular varios genes associados a tumorigénese, entre
eles, destacamos os genes PI3K (Phosphatidylinositol 3-kinase), AKT
(Serine/Threonine Kinase), mTOR (mechanistic Target of Rapamycin kinase), PTEN
(Phosphatase and Tensin homolog), que estéo relacionados com vias metabdlicas de
progressao celular, enquanto os receptores diretos da melatonina, codificados pelos
genes MTNR1A e MTNR1B (Melatonin Receptor 1A e 1B) e indiretos (receptor da

proteina G) poderiam estar relacionados com essa via do AKT (Figura 3).

A via PISBK/AKT/MTOR apresenta um papel fundamental em varias fungdes
celulares, como proliferacéo, adesao e migragao celular, além da angiogénese e esta
ativada em diversos tumores. Quando esta via € ativada, a maquinaria tumoral nao

para, assim as células tumorais se proliferam e podem invadir outros tecidos. Essa via


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/207
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2475
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5728
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pode ser ativada de trés formas, pela mutagcéo nos genes da familia RAS (RAS proto-
oncogene, GTPase), pela perda do gene PTEN ou pelo aumento da expressao de
EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) (KARAR and MAITY, 2011).

O PTEN é um importante gene supressor de tumor, sua fungdo é manter a
homeostase celular e inibir a importante via oncogénica constituida por PI3K e mTOR
(COUGHLIN et al., 2010). A perda de PTEN esta associada a varios tipos de cancer,
que pode levar a ativacdo de PI3K e consequentemente ao desenvolvimento do
cancer (DI CRISTOFANO et al., 2000; BERNS et al., 2007).

A PI3K é uma proteina que constitui uma das principais vias intracelulares em
cancer; quando ativada, estimula processos celulares importantes como sobrevida,
mobilidade e crescimento celular (ENGELMAN et al., 2006). A mTOR é constituida
por dois complexos multiproteicos; sua ativagdo desempenha papel importante na
ativagao da sintese proteica, contribuindo com a patogénese do cancer. A ativagao de
MTOR desencadeia a promocado de sintese proteica e a ativagcdo de proteinas
importantes para o controle do ciclo celular e de fatores de crescimento tumorais
(AKCAKANAT et al., 2008).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/1956
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Figura 3. Via dos genes PI3K, AKT, mTOR e PTEN.

PTEN I~ PIP3

Fonte: Elaborado pela autora

A melatonina também agiu como um quimioterapico natural, ajudando no
tratamento de carcinoma ascitico de Ehrlich, pois quando essas células foram
inoculadas intramuscularmente nos membros posteriores de camundongos,
observou-se que o tratamento com a melatonina suprimiu o crescimento e a
proliferacdo de tumor, induziu a apoptose e também inibiu a vascularizagdo do tumor
(AMIN et al., 2019).

Em células de glioblastoma (GSCs), que atuam na manutengéo do crescimento
tumoral cerebral, sdo necessarias novas estratégias terapéuticas para que haja uma
forma de parar seu crescimento. Assim, isolando GSCs de pacientes com
glioblastoma multiforme (GBM) para estudar os papéis e mecanismos subjacentes
associados a melatonina, apds o tratamento, notou-se que a melatonina alterou a
biologia e inibiu a proliferacdo de GSC, além de alterar o perfil dos fatores de
transcrigdo para inibir a iniciagdo e propagacgao celular. Notou-se também que houve

a inibicdo da ativagdo de AKT1 assim comprometendo a fosforilagdo da vida do
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anticorpo EZH2 (p21) e também leva a diminuicdo do desempenho das interagdes
EZH2-STAT3, dessa forma leva a diminuicdo da auto renovacido celular e da
tumorigénese de GSCs e se mostrou como uma promissora terapéutica no GBM
(CHEN et al., 2016).

Em cancer colorretal, a melatonina teve papel inibitério na progresséo desse
cancer, fazendo com que houvesse a parada do ciclo celular em G1, aumentando o
nivel das proteinas de zona de oclusdao (ZO-1) e ocludina, mantendo juncdes
apertadas entre as células e assim diminuindo a migrag&o celular (LIU et al., 2017).
Em céncer de pulméo, que é um tipo de cancer no qual a metastase é progressiva
com prognostico de baixa sobrevida, a melatonina agiu pela ativacdo da via de
apoptose induzindo a morte celular, diminuiu a proliferacdo celular e inibiu a
progressao tumoral. (POURHANIFEH et al., 2019).

Em céancer gastrico, proveniente de metastase pulmonar, a melatonina inibiu
essa metastase induzida por IL-1B por meio da regulagado negativa de MMP-2, MMP-
9, NF-kB e p65 (WANG et al., 2019).

Em relagéo a apoptose, a melatonina pode regula-la em varios tipos de céncer,
por multiplos mecanismos. Por exemplo, pela via das caspases, que tém papéis
essenciais na regulagao da iniciagao, transdugao e promogéao de sinais apoptoéticos.
Em cancer de ovario, a expressao da caspase-3 clivada esta aumentada (HU et al.,
2014), no entanto a melatonina € capaz de reduzir a expressédo e ativagao desta
molécula (TSAI et al.,, 2018 e CHUFFA et al.,, 2015). Evidéncias sugerem que o
tratamento com melatonina aumenta a apoptose, pela expressédo elevada do gene
p53, resultando em parada ciclo celular, na fase G2 (FISCHER et al., 2015). E ainda,
outros dois membros importantes de genes relacionados a apoptose s&do BCL-2 e BAX
(PAN et al., 2014), nos quais a melatonina aumenta a expresséo de BAX e diminui a
de BCL-2 (ALONSO-GONZALEZ et al., 2017 e XU et al., 2014); assim, a melatonina
regula a razdo BAX/BCL-2 (SANCHEZ et al., 2018).
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Tamarkin e colaboradores (1981) mostraram que o tratamento com melatonina
inibiu o desenvolvimento de tumores mamarios e, a partir desse trabalho, evidéncias
cientificas mostram que a melatonina é capaz inibir o desenvolvimento e a progressao
de varios tipos de cancer. Chen e colaboradores (2018) observaram que, a melatonina
se mostrou téxica e promoveu a morte de células tumorigénicas de colo de utero
(linhagem HelLa), em comparagcdo ao controle (células HelLa sem aplicacdo de
melatonina), havendo reducdo de células tumorigénicas, pela inibicdo da via
JNK/Parkin.

Outro estudo mostrou que a melatonina aumentou a citotoxicidade e a apoptose,
induzidas pela cisplatina, em células HelLa e, assim a melatonina pode ser
potencialmente aplicada para tratamento de céncer do colo do utero como um

poderoso agente sinérgico (PARIENTE et al., 2015).

Além disso, a melatonina pode ter funcdes diferentes em células diferentes, por
exemplo, podendo atuar protegendo células ndo tumorigénicas, mas ter uma agéao
citotoxica em células tumorigénicas, com efeitos envolvendo autofagia (degradando
danos celulares), vias de fator de transcricdo Nrf2 (nuclear factor, erythroid 2) e
expressédo de genes protetores. Assim, em células ndo tumorigénicas a melatonina
age sendo citoprotetora e em células tumorais aumenta a apoptose (SAGRILLO-
FAGUNDES et al., 2019).

Em sua revisdo Shafabakhsh et al., (2019), observou que células Hela
(adenocarcinoma cervical), quando tratadas com melatonina e quimioterapicos, como
a cisplatina (CIS) e 5-fluorouracil (5-FU), apresentam diminuigédo da viabilidade celular.
Além disso, a melatonina induziu o efeito citotoxico desses agentes pela ativagao da
caspase-3. Foi observado também, que quando a CIS é utilizada em conjunto com a
melatonina, houve um aumento da apoptose e da fragmentagcdo do DNA, quando
comparada com as células tratadas somente com CIS. Nessa linhagem celular, o co-
tratamento de melatonina e CIS também atuaram na apoptose mitocondrial

dependente da caspase-9 elevando as proteinas pré-apoptaticas, assim, a melatonina
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aumentou a citotoxicidade e apoptose, e pode vir a ser um agente adjuvante muito

valioso no tratamento do cancer de colo de Utero.

Diante desta revisao bibliografica, elaboramos o presente trabalho com o intuito
de contribuir para o esclarecimento da acdo da melatonina e avaliar seu potencial
efeito em cancer do colo de utero, podendo entdo ser usada no tratamento desse

cancer que acomete e leva a morte milhares de mulheres ao redor do mundo.
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Il- OBJETIVOS
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Em funcdo da importancia da melatonina como um agente anti-inflamatario, foi
proposto o presente trabalho que teve como objetivo geral avaliar seu potencial efeito
nas células neoplasicas sobre a morfologia, proliferagcdo e migracao celular,
citotoxicidade, genotoxicidade, apoptose, ciclo celular e expressdo génica,
observando como ocorre essa acdo € como essas alteragcdes podem participar do
processo tumorigénico. Além disso, pretendemos obter possiveis marcadores
moleculares que possam direcionar, futuramente, terapias génicas personalizadas ou
mesmo indicar esse composto como um agente antitumorigénico, que complemente

as terapias usuais.

Os seus objetivos especificos compreenderam investigar in vitro o efeito da

melatonina nas células de linhagens tumorigénicas e de células ndo tumorigénicas na:

1) Morfologia, pela analise em microscopia optica;

s

2) Indice de proliferacao celular, pelo ensaio de curva de crescimento;

)
)
3) Migracéo celular, pelo ensaio de transwell;
4) Citotoxicidade, pelo ensaio de MTS;

5) Genotoxicidade, pelo ensaio Cometa;

6) Capacidade das células tumorais crescerem em suspensao, pela formagao de
colénias (esferoides);
7) Ciclo celular e apoptose/necrose celular, por citometria de fluxo;

8) Expressao dos genes PI3K, AKT, mTOR, PTEN, MTR1 e MTR2, pela técnica
de PCR quantitativa.
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Material

Foram utilizadas duas linhagens tumorigénicas e uma linhagem de células nao
tumorigénicas. As linhagens tumorigénicas séo, de carcinoma de colo de utero (SiHa)
e de adenocarcinoma de colo de utero (HelLa), gentiimente cedidas pela Profa. Dra.
Eloiza Helena Tajara da Silva, Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio
Preto/FAMERP, SP. A linhagem derivada de células de queratinécitos da pele humana
imortalizadas (HaCaT), foi cedida gentilmente pela Profa. Dra. Katiuchia Uzzur Sales
da USP/Ribeirao Preto, SP.

Melatonina

Foi utilizada melatonina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) nas concentra¢des
de 100 nM e 1 mM, diluidas em 50% de solugdo PBS (Phosphate Buffered Saline) e
50% de etanol absoluto (Borin et al., 2016; Gongalves et al., 2016). A melatonina foi
diluida em capela, no escuro e 10 minutos antes dos experimentos, para que nao
houvesse degradacéo e/ou oxidagdo do produto. Somente foi diluido o necessario
para os experimentos realizados naquele dia, mas quando houve sobra, esse foi

descartado.

Na amostra controle negativo, sem a melatonina, foi adicionado sempre o etanol
e o PBS, mas nota-se que o papel desses compostos foi avaliado durante os
experimentos apenas para esclarecer sua contribuicdo como agente diluente e néo

para interferir nos dados.

Métodos

A. Cultivo e analise da morfologia celular

As linhagens celulares HelLa e SiHa foram semeadas em meio completo (MEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10mM aminoacidos nao essenciais, 100
mM piruvato de sédio, 1x antibidtico/antimicético), enquanto a HaCaT foi cultivada em
DMEM, suplementado igualmente as outras duas linhagens. Essas células foram
mantidas a 37°C e atmosfera de 5% de CO:2 por 24 horas, até se fixarem no substrato.

Apods esse periodo, o meio foi trocado a cada dois ou trés dias, ou até estarem com
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70% de confluéncia. O crescimento e a morfologia celular foram avaliados diariamente
em microscopio invertido e, quando a densidade celular se mostrou alta, o material foi

submetido a tripsinizagao e subdividido em duas réplicas.

Para dois procedimentos abaixo descritos (indice de proliferacdo celular e
Ensaio de citotoxicidade e (viabilidade celular) foram realizados quatro experimentos,
com cada uma das linhagens celulares: um experimento controle negativo (sem
tratamento e sem agente diluidor), outro experimento controle negativo (sem
tratamento, porém com o agente diluidor — 50% PBS e 50% etanol), um experimento
com a melatonina (na concentragdo de 100 nM) e outro com a melatonina (na

concentragdo de 1 mM) a serem tratados por 4, 24, 48 e 72h.

Entdo, foi escolhido o tempo e a concentragdo, com maior diferenca
significativa, de acordo com os testes estatisticos de cada experimento, para
prosseguir os ensaios de migracao celular, genotoxicidade, citometria de fluxo e de
expressao génica. Ou seja, apds essa determinagao, as células foram processadas
em numero de aproximadamente 5 x 104 para os ensaios especificos. Todos os
experimentos foram realizados em ftriplicata e executados no Laboratério de Genética
Molecular da FEIS/UNESP. As diferentes condi¢cdes experimentais sao apresentadas

no Fluxograma abaixo.
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Figura 4. Fluxograma representativo com métodos do trabalho.

Melatonina
100nM e 1mM

4,24,48e 72
horas

Cultivo celular; Analise da
morfolofia celular;
Citotoxicidade celular;
Viabilidade celular

24 horas e
ImM

Migragao celular;
Genotoxicidade;
Citometria de fluxo e
Expressao génica

Fonte: Elaborado pela autora.

B. indice de proliferagao celular

Foram realizados quatro experimentos, com as trés diferentes linhagens
celulares: um experimento controle negativo (meio de cultura), outro controle negativo,
porém com o veiculo de diluigdo dos compostos (50%PBS + 50%etanol) e com a

melatonina em duas diferentes concentragdes (100 nM e 1 mM).
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Para analisar o indice de proliferacado foi realizada uma curva de crescimento
para cada concentragao a ser testada (100 nM e 1 mM) apds 4, 24, 48 e 72 horas de
tratamento. As células foram cultivadas em placas de cultura de 24 pogos, semeadas
na concentragéo de 5x10* em 300 uL de meio MEM com 10% de soro fetal bovino e
mantidas a 37°C em camara umida e atmosfera com 5% de COz2, por 24 horas, até se
fixarem no substrato. Apds esse periodo, o meio de cultura foi substituido por meio de
cultura sem soro fetal bovino (MEM 0%), a fim de deixar todas as células na mesma
etapa celular. Apos 24 horas foi trocado o meio de cultura, substituido de acordo com
os experimentos referidos acima. Nesse dia zero do experimento, 0 meio sem soro
fetal bovino foi substituido pelo meio completo e adicionado a melatonina nas

concentragdes desejadas.

Apos 4 horas do experimento, as células dos primeiros pogos da placa foram
tripsinizadas e contadas na camara de Neubauer (hemocitdmetro). As células dos
outros pocgos foram tripsinizadas e contadas apods 24, 48 e 72 horas do inicio do

experimento, o qual foi realizado em ftriplicatas.

Apos esse ensaio de proliferacao celular foi aplicado o teste estatistico Analise
de variancia a dois critérios ANOVA e teste de Dunnett (GraphPad 8.0), o qual o tempo
e a concentragdao foram avaliados para sabermos se ha diferenca estatistica

significativa em relagao a proliferagao celular, sendo p< 0,05 considerado significativo.

C. Ensaio de viabilidade celular

O ensaio foi realizado utilizando o reagente MTS — CellTiter 96 AQueous One
Solution Cell Proliferation Assay (PROMEGA, USA), segundo normas do fabricante.
As células foram plaqueadas (5x10%) em placas de cultura de 96 pogos com 100 uL

de meio de cultura completo.

A leitura foi realizada apds 4 horas de incubagéo do reagente (na estufa a 37°C,
CO2 a 5%, umidificada) em leitor de ELISA no comprimento de onda de 492 nm

(Thermo Plate, TpReader Basic), sendo esse ensaio realizado em triplicata.
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Apoés esse ensaio foi aplicado o teste estatistico (ANOVA e teste de Dunnett -
GraphPad 8.0) para a analise da viabilidade celular versus concentragéo, bem como
o célculo do IC50 (Concentragdo Inibitéria para 50% das células), os valores de
absorbancia obtidos no tratamento com os compostos (A), foram normalizados para
os valores obtidos com o solvente (B) para obtengdo da porcentagem de viabilidade
celular (C) através da equacéao: C = A/B x 100 para todas as concentragdes estudadas,
no qual o tempo e o numero de células viaveis foram avaliados para sabermos qual

dara uma maior diferenga estatistica significativa em relagdo a viabilidade celular.

D. Ensaio de Migragao Celular
Foi realizado o ensaio de migracdo em camaras bipartes Transwell (poros de
8uM de diametro BD - Biosciences San Jose, CA, USA), segundo normas do

fabricante.

As células foram cultivadas (5 x 10%) em placas de 24 pogos, com 500uL de meio
de cultura completo, entao foram contadas e transferidas para o inserto que estava
dentro de outra placa de cultura de 24 pogos. Na parte inferior desse poco havia meio
de cultura com soro fetal bovino e na parte superior havia meio de cultura sem soro
fetal bovino e melatonina [1 mM], sendo nessa parte que as células foram inseridas.
Apds 24h, os insertos foram lavados com PBS gelado e a fixagdo das células, na
porcgao inferior, foi realizada com paraformaldeido a 4% em PBS, por 30 minutos. Apds
coradas com solugao de cristal violeta, por 30 minutos, posteriormente lavados com
PBS para remover o excesso do cristal violeta, e deixados para secar em posicao
invertida no fluxo laminar. Secos, os insertos foram colocados sobre laminas,
analisados e fotografados em cinco diferentes campos, em microscopio invertido de
contraste de fase com camera acoplada em aumento de 400x, a analise quantitativa
de células que migraram foi feita a partir das fotos. Foi utilizada a Analise de Variancia

(ANOVA), seguido do post-test de comparagdes multiplas Bonferroni.
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E. Ensaio Cometa

As células (5 x 10%) foram tripsinizadas, centrifugadas e misturadas com agarose
de baixo ponto de fusdo. Ent&o, foram colocadas em laminas com agarose de ponto
de fusdo normal para que fique uma fina pelicula do composto sobre a lamina. Foi
realizada a eletroforese por 20 minutos a 100V e 300Kva. Em seguida, foi executado
0 processo de neutralizagdo das laminas e a fixagdo com alcool etilico 100%. As
laminas foram coradas com uma solucédo de Gel Red e analisadas em microscoépio de
fluorescéncia em aumento de 400x. Foram analisadas 100 células por grupo
experimental. Os nucleos celulares foram classificados em uma classe de dano que é
determinada de acordo com a intensidade e tamanho da cauda do cometa
(KOBAYASHI, 1995).

A estatistica dos dados foi baseada em analise de variancia ndo paramétrica de
postos de Kruskal-Wallis e as médias foram comparadas por meio do teste t de
Student ao nivel de 5% de probabilidade. O indice total de danos (ID total) foi calculado
pela formula abaixo, onde n refere-se ao numero de células de cada classe de danos:
ID total = 0.(n Classe 0) + 1.(n Classe 1) + 2.(n Classe 2) + 3.(n Classe 3).

F. Ensaio de formagao de esferoides tumorais

As células foram cultivadas em placas de 6 pogos, contendo 1600 células por
poco, com 1000uL de meio de cultura 10%. Apds 12 h de cultura, o meio foi trocado
e as células foram tratadas com melatonina [1 mM], a cada dois dias 0 meio € o
tratamento foi substituido. Apds 14 dias de cultura, o meio foi removido e as células
foram lavadas com PBS, fixadas em metanol por 15 min e coradas com cristal violeta
a 0,1% por 10 min. Por fim, as placas foram lavadas e as col6nias foram fotografadas

e contadas por inspeg¢ao visual.

G. Citometria de fluxo
Aliquotas das trés linhagens celulares foram analisadas pela citometria de fluxo
(Guava EasyCyte, MILLIPORE), para investigar a expressdo das moléculas

relacionadas com a apoptose e necrose apos o tratamento com melatonina. Para essa
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analise, as suspensoes de células (1x10°) foram incubadas com anticorpo monoclonal
ANXAS5 conjugado com fluorocromo (PE, BD Pharmigen, San Diego, USA), por 30
minutos. O FACscan Becton Dickinson (Oxford, UK) foi utilizado para medir a
intensidade de fluorescéncia nos canais FL1 (548 nM) e, dessa forma, estimar a

quantidade de moléculas relacionadas com apoptose e necrose por célula.

Para a analise de ciclo celular, as células foram tripsinizadas, lavadas com PBS
gelado, fixadas com etanol 70% e incubadas por uma hora na geladeira. A suspenséo
de células foi centrifugada e o pellet ressuspendido em 200ul de solugéo do Kit Guava
Cell Cycle Reagent (MILLIPORE, Temecula, USA) e entéo foi realizada a leitura no
aparelho citdbmetro, adquiridos 5.000 eventos de cada amostra para investigagdo do
ciclo celular apés o tratamento com a melatonina. Foi utilizada a Analise de Variancia
(ANOVA), seguido do post-test de comparagdes multiplas Dunnett’s. Os experimentos

foram realizados no Laboratério de Imuno Morfologia do IBILCE/UNESP.

H. Extracao de RNA e confecgdao do cDNA

O RNA das células controle e tratadas com melatonina foi extraido com o método
do Trizol (Life Technologies, Grand Island, NY, USA) (Sambrook & Russel, 2001),
quantificado em espectrofotdbmetro Nanodrop ND-1000 (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA), e avaliada quanto a integridade pela presenga das duas
bandas ribossomais 18S e 28S, em gel de agarose 1%. O cDNA (DNA complementar)
foi obtido pela reagdo de transcricao reversa com o sistema High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA).

l. Selegdo de genes de interesse
Os genes estudados neste projeto (PI3K, AKT, mTOR, PTEN MTNR1A e
MTNR1B) estao relacionados com vias metabdlicas de progresséo celular, e listados

na Tabela 1, eles foram selecionados a partir de Chen et. al., 2020.
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Tabela 1: Iniciadores para os genes de interesse

Oligonucleotideo Sequéncia (5' - 3')
PI3K GTCAATCGGTGACTGTGTGG
PI3K sense GAACTGCAGTGCACCTTTCA
PTEN CATAACGATGGCTGTGGTTG
FTEM sense CCCCCACTTTAGTGCACAGT
AKT1 CACACCACCTGACCAAGATG
AKT1 sense CTGGCCGAGTAGGAGAACTG
mTOR TGTCCTGCTGGTCTGAACTG
MTNR1 CTGACCGCAAACCCAAACTG
MTNRT sense CGTCATCGGCTCTGTCTTCA
MTNR2 CGTCATCGGCTCTGTCTTCA

MTNR?2 sense CGGTAGATTCGGTGGTAGGC

Fonte: Elaborado pela autora

J. Analise de PCR quantitativo em tempo real

As reacbes serao realizadas em termociclador 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems), no Laboratério de Biomarcadores e Bioinformatica
Médica, na Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto, FAMERP, SP. Todas
as reacgoes foram preparadas em triplicata, incluindo os controles endégenos GAPDH,
ACTB e TUBB, que foram utilizados como normalizadores, e processadas em volume
final de 20uL contendo 200 ng de cDNA, SYBR® Green PCR Master Mix e 100 nM de
cada primer, segundo protocolo da Applied Biosystems. Finalmente, os valores de
expressao génica obtidos nas analises foram novamente normalizados pelo resultado
da quantificagdo da amostra controle, escolhida como calibrador de todas as
amostras. foi utilizado o método de Pfaffl, 2001 para os calculos de analise

comparativa.
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IV - RESULTADOS
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Melatonina nao altera a morfologia celular

A morfologia das células HelLa (Figura 5 A e B) é caracterizada por uma
monocamada de células poligonais, com uma boa adesao, que se assemelham a um
muco e apresentam membranas celulares com extensdes radiais dos filopodes
preenchidos por citoplasma, e ainda sabe-se que tem a cromatina nuclear
condensada. Mesmo apoés 24 horas do tratamento com melatonina na concentragao
de 1 mM, as células HelLa n&o apresentaram diferengas morfologicas em relagao ao

controle, ou seja, mantiveram suas caracteristicas descritas acima.

Ja a morfologia das células SiHa (Figura 5 C e D) é caracterizada por células
nucleadas, fusiformes com nucleo grande, com citoplasma escasso e geralmente se
encontram agrupadas pois precisam de adeséo celular para seu crescimento. Apos o
tratamento com a melatonina, também ndo houve mudangas morfoldégicas nessas
células, podendo-se notar que o citoplasma continuava escasso e o0 nucleo grande,

como nas células controle.

Na linhagem HaCaT (Figura 5 E e F), a morfologia celular é caracterizada por
multicamadas de células com nucleo central e a presenga notoria de citoplasma, em
forma de estrela, quando atingem a confluéncia adequada formam um “tapete celular”.
Observou-se que apoés o tratamento, a morfologia delas manteve-se muito parecida
com a morfologia das células sem tratamento, com o0 mesmo aspecto estrelar e nucleo

central.

Portanto, ndo foram observadas modificacbes na morfologia celular nas
linhagens tumorigénicas e ndo tumorigénica apos o tratamento com a melatonina nos

tempos e concentracdes escolhidas.

Figura 5. Melatonina nao altera a morfologia celular. Morfologia das linhagens celulares HelLa (A),
SiHa (C) e HaCaT (E) sem tratamento e HelLa (B), SiHa (D) e HaCaT (F) tratadas com a melatonina na
concentracédo de 1 mM, apds 24 horas de cultivo.
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Fonte: Elaborado pela autora. A barra equivale a 100um.



43

Melatonina reduz a proliferagao celular
Na linhagem celular HelLa tratada com melatonina (Figura 6 A), foi possivel
observar que houve uma redugao significativa da proliferagdo celular em relagéo ao

controle, nos tempos de 24, 48, 72 horas, nas concentragdes de 100 nM e de 1 mM.

Na linhagem celular SiHa tratada com melatonina (Figura 6 B) foi possivel
observar também que houve uma reducéao significativa da proliferagao celular, em
relagdo ao controle, nos tempos de 24, 48 e 72 horas, na concentracédo de 1 mM,
enquanto na concentracdo de 100 nM, apenas nos tempos de 24 e 72 horas foi

possivel observar essa reducéo.

Na linhagem HaCaT tratada com melatonina (Figura 6 C), no tempo de 4, 24,
48 e 72 horas houve diminuicdo da proliferacao celular, com a concentragao de 100
nM, em relagdo ao controle e ao controle + etanol. Ja a concentracédo de 1 mM,
diminuiu a proliferacédo celular significativamente, quando comparada ao controle e
controle + etanol, nos tempos de 4 e 24h.

Quando observamos os resultados apresentados nas trés linhagens, nota-se

que no tempo de 24 horas e concentragdo de 1 mM, apresentam diminuicdo da

proliferagéo celular de forma significativa.



44

Figura 6. Melatonina reduz a proliferagao celular. Grafico de proliferagéo celular das linhagens HelLa

(A), SiHa (B) e HaCaT (C). Células tratadas por 4, 24, 48 e 72 horas com Melatonina nas concentragdes
de 100 nM e 1 mM.
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Melatonina reduz minimamente a viabilidade celular

Na linhagem celular HelLa tratada com melatonina, nos tempos de 4, 24, 48 e
72 horas, foi possivel notar que em todas as concentracdes testadas, os indices
ficaram acima de 50%, o que indica que ndo houve a diminuicdo da viabilidade celular,
assim como no controle (Figura 7 A). E possivel observar que no tempo de 24 horas
as concentragdes de 100 nM e 1 mM estiveram mais proximas de 50%, mas ainda

assim nao foram citotoxicas para as células.

Na linhagem celular SiHa, tratada com melatonina por 4, 24, 48 e 72 horas,
também nota-se que em todas as concentracdes testadas, os indices ficaram acima
de 50%, o que indica que nao foram citotoxicas para as células, assim como no

controle (Figura 7 B).

Pode-se notar que no tempo de 4 horas a concentracédo de 100 nM alterou a
viabilidade celular (proximo a 50%), mas ainda assim n&o foi citotdéxica para as células.
Os resultados obtidos mostraram-se favoraveis as células pois ndo foram citotdxicas

mesmo tendo levado a diminui¢ao da proliferacdo das mesmas.

Na linhagem celular HaCaT tratada com melatonina (Figura 7 C), observa-se que
nos tempos de 4, 24 e 48 horas, na concentragcédo de 100 nM, a viabilidade celular esta
acima de 50%, o que indica que o tratamento ndo foi citotoxico, assim como no
controle. Ja na concentracdo de 1 mM, no tempo de 48 horas, a viabilidade celular
esteve abaixo do indice de 50, assim sendo citotoxica, mas nos outros tempos (4 e 24
horas) a viabilidade celular esteve acima de 50%, indicando o que foi visto nas
linhagens tumorigénicas e assim nao indicando citotoxicidade. No tempo de 72 horas,
as células descolaram dos pocos da placa de cultura, provavelmente devido a falta de

espaco, assim nao houve como fazer o experimento nesse tempo.
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Figura 7. Melatonina nao é citotoxica. Graficos de citotoxicidade (MTS) das linhagens HelLa (A)
e SiHa (B) tratadas por 4, 24, 48 e 72 horas e da linhagem HaCaT (C) tratadas por 4, 24, 48 horas com

Melatonina nas concentragdes de 100 nM e 1 mM.
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Melatonina reduz a migragao celular

O ensaio de migracéao celular foi realizado com a linhagem Hela (Figura 8 A), no

tempo de 24 horas, nas concentragcées de 100 nM e 1 mm. Nota-se que em todos os

tempos a concentragdo de 1 mM reduziu a migragao celular, quando comparado ao

controle e ao controle + etanol. Sendo possivel, apds a analise estatistica, verificar




47

que no tempo de 24 horas a concentragao de 1 mM. apresentou diferenga significativa

em relagao ao grupo controle e controle + Etanol.

Para a linhagem celular SiHa (Figura 8 B), tratada por 24 horas, com as duas
concentragdes de melatonina (100 nM e 1 mM) houve diminuigdo na migragédo dessas
células em relacéo ao controle e controle + etanol. No tempo de 24 horas, em ambas
as concentragdes de melatonina, nota-se a diminuicdo significativa da migracao
dessas células em relagao ao controle e ao controle + etanol. Assim, pode-se observar
gue a melatonina promoveu um efeito anti migratério no tempo de 24 horas, sendo o

mais significativo o tratamento de 1 mM.

Os resultados vistos por essa técnica, com as linhagens tumorigénicas (SiHa e
HelLa), tratadas com melatonina, no tempo de 24 horas apresentaram diminuigao

significativa, por essa razao foram escolhidos para continuar os outros ensaios.

Nesse ensaio com a linhagem HaCaT (Figura 8 C), tratada com melatonina, no
tempo de 24 horas, notou-se a diminuicdo no numero de células migradas nas
concentracées de 100 nM e 1 mm em relacdo ao controle e controle etandlico.
Também quando compara-se as concentragdes de 100 nM e 1 mM, nota-se que ha
diminuicao significativa, no numero de células migradas, da concentragao de 1 mM
em relacdo a 100 nM. Assim podemos inferir que a concentracdo de 1 mM de
melatonina, no tempo de 24 horas, tem maior eficiéncia, como ja havia sido visto nas

linhagens tumorigénicas (SiHa e HelLa).
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Figura 8. Melatonina reduz a migragao celular. Graficos de migragéo celular das linhagens HelLa (A),
SiHa (B) e HaCaT (C) tratadas com Melatonina por 24 horas, nas concentra¢gdes de 100 nM e 1 mM.
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Melatonina induz danos no DNA

Por meio do ensaio cometa foi possivel verificar que ocorreram danos ao
material genético das células das duas linhagens tumorigénicas (HeLa e SiHa) e da
linhagem normal (HaCaT), apdés 24 horas de tratamento com melatonina na
concentracdo de 1 mM.

Para as linhagens HaCaT e Hela foi possivel observar que houve danos
significativos apos o tratamento com melatonina quando comparados ao controle.
Enquanto na linhagem SiHa observou-se que, quando tratada com melatonina, ndo
ha diferenca estatistica na avaliacdo dos danos, em relacdo ao controle. Nas trés
linhagens é possivel observar que o numero de células é maior que no controle, pois
quando a analise foi feita, essas células ndo mostraram danos nucleares (dano 0).

Apesar de termos realizado os demais ensaios com os dois controles
negativos, com e sem etanol, como os resultados foram muito préoximos, fizemos os
proximos graficos e estatistica, apenas com a amostra sem etanol, como controle

negativo.
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Figura 9. Melatonina induz danos no DNA. Graficos representativos do indice total de danos, pelo
ensaio cometa, das linhagens HelLa (A), SiHa (B) e HaCaT (C) tratadas com Melatonina por 24 horas,
na concentragdo de 1 mM.
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Melatonina diminui a formacgao de esferoides tumorais
Na linhagem celular HaCaT tratada com melatonina (Figura 10 A), foi possivel

observar que houve uma redugéo significativa na formagéo de col6nia, em relagéo ao
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controle, no tempo de 24 horas, na concentracdo de 1 mM. O mesmo resultado pode
ser observado com as células SiHa (Figura 10 B), no qual a melatonina também
impediu a formagao de colbénias. Os resultados obtidos corroboram com ensaio de
proliferacdo celular, feito anteriormente, no qual a melatonina diminui a proliferacéo

celular e consequentemente diminui a formacao de colbénias celulares.

Na linhagem celular HeLa ndo conseguimos finalizar o experimento, pois apos o

oitavo dia as células desgrudaram dos pog¢os da placa de cultura.

Figura 10. Melatonina diminui a formagao de esferoides tumorais. Graficos indicando o numero de
colénias formadas nas linhagens HaCaT (A) e SiHa (B) tratadas com Melatonina por 24 horas, na
concentragédo de 1 mM.
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Melatonina altera ciclo celular e apoptose

Os ensaios de ciclo celular e apoptose foram realizados com as trés linhagens
estudadas (HelLa, Siha e HaCaT), no tempo de 24 horas e com a concentracéo de 1
mM.Os resultados mostraram que a melatonina, na linhagem celular HelLa (figura 11

A), levou a parada das células na fase G2/M do ciclo celular. Ja na linhagem celular
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SiHa, a melatonina acumulou as células na fase G1/GO (figura 11 B). A linhagem
HaCaT, n&o sofreu influéncia da melatonina no ciclo celular (figura 11 C). Sendo
assim, € possivel observar que a melatonina em linhagens tumorigénicas causa
parada das células nos pontos de verificacdo do ciclo celular e 0 mesmo nao ocorre

nas células n&o tumorigénicas.

Figura 11. Melatonina altera o ciclo celular. Analise de ciclo celular das linhagens HelLa (A), SiHa (B)
e HaCaT (C) tratadas com Melatonina por 24 horas, na concentragdo de 1 mM.
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No ensaio de analise da apoptose, os resultados mostram que a melatonina
estimulou morte celular programada apoptéticas nas células HelLa (figura 12 A), no
qual 8,3% das células estavam em apoptose inicial (Al) e 15,8% em apoptose final ou
necrose (AF), enquanto no controle, 93,1% das células estavam viaveis (CV). Na
linhagem tumorigénica SiHa, a melatonina induziu a morte celular (figura 12 B), no
qual 7,3% dessas células entraram em apoptose inicial (Al) e 4,4% em apoptose final
ou necrose (AF), enquanto no controle, 94,5% das células estavam viaveis (CV). Ja
na linhagem HaCaT, observou-se anteriormente que a melatonina n&o causou parada
das células nos pontos de verificagcdo do ciclo celular, e nesse ensaio de apoptose
que poucas células entram realmente em apoptose (figura 12 C). Enquanto 14,1% das
células HaCaT encontram-se em apoptose inicial, apenas 9,7% em apoptose final ou
necrose. Assim, € possivel inferir que a melatonina tem acdo na morte celular
programada nas trés linhagens estudadas no presente trabalho. Quando
extrapolamos para o ambiente tumoral, a melatonina pode influenciar na morte celular

tumoral causando efeitos inferiores nas células.
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Figura 12. Melatonina induz apoptose. Analise de apoptose das linhagens HelLa (A), SiHa (B) e
HaCaT (C) tratadas com Melatonina por 24 horas, na concentragdo de 1 mM.
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Melatonina modula a expressao de genes da via PI3K/AKT

ApoOs as extracbes de RNA, no tempo e concentragdo escolhidos, como
descrito anteriormente. foram avaliadas a qualidade e quantidade deste, pela
presenca das bandas ribossomais 18S e 28S, na corrida em gel de agarose, e pela
analise em espectrofotdmetro Nanodrop (Modelo Thermo Scientific™ NanoDrop™
2000/2000c Spectrophotometers), que evidenciou uma razao de pureza (260/280 nm)
proxima a 2,0 e uma boa concentragéo, variando de 143,5 a 316,6 ug/mL. A partir

dessas concentragdes de RNA, fizemos o cDNA para a utilizagdo no PCR quantitativo.

Nessa analise da expressao génica, foi observado na linhagem celular HelLa
(figura 13 A), que a bioatividade da melatonina foi ativada agindo em seu receptor
MTNR1B, que levou a sinalizagao de redugao da expresséo dos genes PI3K, MTOR,
AKT, PTEN e do receptor MTNR1A. Portanto, determinamos que o tratamento de com
melatonina (1 mM) por 24 horas inibiu a expressao de genes da via estudada em

células Hel.a.

Ja em células SiHa (figura 13 B), a ativagdo da melatonina se deu pelos dois
receptores MTNR1A e MTNR1B, reduzindo apenas a expressao de AKT, ou seja, a
expressado dos genes PI3K e MTOR continuou elevada, apds o tratamento com a

melatonina.

Nas células HaCaT (figura 13 C), todos os genes estudados da cascata génica
em questao, foi observado o aumento da expressao apdés o tratamento com a
melatonina. O mesmo néo foi visto para os receptores de melatonina, MTNR1A e

MTNR1B, em que a expressao foi diminuida apds o tratamento.
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Figura 13. A melatonina modula a ativag¢ao da via de sinalizagao PI3K/AKT. As células HelLa (A),
SiHa (B) e HaCaT (C) foram tratadas com Melatonina (1 mM) por 24 horas e a expressao dos genes
(PI3K, MTOR, AKT, PTEN, MTNR1A e MTNR1B) foi avaliada por PCR quantitativo. Os dados sao
representados como log2, utilizando o método ddct, em comparagdo ao grupo controle (sem
tratamento).
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V - DISCUSSAO
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A melatonina, molécula pleiotrépica e multitarefa, € um hormdnio natural
produzido principalmente pela glandula pineal que regula o ritmo circadiano, também
possui propriedades imunoldgicas, antioxidantes, hemostaticas e participa da
regulacéo da glicose (CLAUSTRAT, et.al., 2015). Também possui efeitos apoptoticos,
angiogénicos, oncostaticos e antiproliferativos em diferentes células tumorigénicas.
Seu uso como adjuvante de quimioterapicos, para vir a ser um reforco dos efeitos
terapéuticos, é de extrema importancia, ja que esta molécula é natural, produzida pelo
organismo humano (BHATTACHARYA, et.al., 2019). Com isso, a investigagdo do
potencial anticancer da melatonina vem a ser de extrema importadncia para a

comunidade cientifica.

Assim, o presente estudo evidenciou a melatonina e seus efeitos, quando
administrada em linhagens de cancer de colo de utero (HeLa e SiHa), em diferentes
tempos e concentragcdes, mas foi possivel notar que o tempo de 24 horas e
concentracdo de 1 mM apresentaram melhores resultados quando comparados com
os outros tempos e concentragbes estudados. Observamos nessas células
tumorigénicas, a diminuicdo da proliferagéo e viabilidade celular, enquanto nas células
nao tumorigénicas (HaCaT) foi observado a diminui¢do na proliferacéo celular, mas a

viabilidade se manteve integra.

A melatonina, no presente estudo, ndo alterou a morfologia das células
tumorigénicas, nem nas nao tumorigénicas, nos tempos e concentragdes estudadas,
assim como Panzer (1997), que também observou na linhagem celular HelLa, tratada
com melatonina, nenhuma diferenga morfolégica, em relagdo as células sem

tratamento.

Além disso, Amin e colaboradores (2019) observaram que em estudos in vivo
com carcinoma de mama, a melatonina agiu como inibidor de crescimento,
interrompendo a sinalizagdo celular de estrogénio, assim causando diminuigdo de
células reguladas por estrogénio, enquanto em estudos in vitro os pesquisadores
também analisaram a diminuigdo da proliferagao celular em células tumorigénicas de
mama (MCF-7) e em carcinoma ascitico de Ehrlich, pela indugcdo da apoptose e

inibicdo da vascularizagao tumoral.



59

Em leiomioma uterino (linhagem ELT3) foi visto a diminuigcdo da proliferagéo
celular, ap6s 24 horas de tratamento com melatonina, segundo Lin e colaboradores
(2020) isso ocorreu devido a ativacao dos receptores de melatonina, que por sua vez
regulam negativamente a via de sinalizacdo AKT-ERK1/2-NFkB. Entdo, podemos
dizer que a melatonina diminui a proliferacdo em diferentes tipos de cancer, sendo um

possivel terapéutico no tratamento de diversos tumores.

Diminuicdo da proliferacdo também foi visto em linhagens celulares de cancer
gastrico (BSG823 e SGC-7901), tratadas com melatonina (1 mM e 5mM), por 24
horas, e os autores atribuem esse fato ao aumento da expressao de miR-16-5p e
inibicdo de SMADJ3. Esse seria um mecanismo molecular para entender o efeito
anticancer da melatonina, com um potencial aplicagdo no tratamento do cancer
gastrico (ZHU et al., 2018).

Apesar da melatonina nao ter sido citotoxica nos nossos experimentos, Chen e
colaboradores (2017) observaram, apds o ensaio de viabilidade celular (MTT), que a
melatonina, juntamente com co-tratamento com cisplatina, elevaram a porcentagem
de células mortas, ou seja, reduziu a viabilidade das células HelLa. Esse efeito pode
ser explicado pela indugdo da apoptose em células HelLa, acompanhado pela

inativagdo da mitofagia associado ao bloqueio da via JNK/Parkin.

Estudos de associacdo da melatonina com outros quimioterapicos foi realizado
por Pariente e colaboradores (2015), que observaram um aumento da citotoxicidade
e apoptose na linhagem celular Hela, tratada com melatonina por 24 horas,
evidenciando que a melatonina pode vir a ser um agente sinergistico poderoso no

tratamento do cancer de colo de utero.

Nossos resultados também indicaram uma redugdo da migragdo nas células
tumorigénicas estudadas tratadas com a melatonina, assim como foi observado por
Liu e colaboradores (2017), em linhagem tumorigénica colorretal (RKO), tratadas por
24 e 48 horas, no qual tiveram a migragao inibida pela melatonina, provavelmente
regulando negativamente a expressao do gene ROCK (Proteina quinase associada a
Rho) e aumentando a expressao de ZO-1 e ocludina na membrana celular, que pode

estar associado, pela via de sinalizagdo p38/MAPK.
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Outra via que a melatonina também pode ativar, para justificar esse efeito
antimigratorio € a GSK3B (Glicogénio sintase quinase 3[3), inibindo a fosforilagdo de
AKT da serina-treonina quinase, induzindo a degradacao de (-catenina e inibindo a
transigéo epitélio-mesenquimal, um processo fundamental subjacente a metastase do
cancer de mama (MAO et al., 2012).

Em céancer epitelial de ovario foi observado que a melatonina reduziu a carga
tumoral abdominal in vivo e inibiu efeitos pro-metastaticos induzidos pela
norepinefrina, pela regulagcdo negativa do eixo AKT/B-catenina, apoiando assim a

aplicagao clinica potencial da melatonina em cancer de ovario (BU et al., 2020).

Em células tronco de cancer de ovario (CSCs) foi observado que houve um efeito
antimigratorio nessas células tratadas com melatonina, independente das vias de
sinalizacdo MAPK/PI3K, apesar do seu papel fundamental na migracao celular. A
melatonina também diminui a transi¢ao epitélio-mesenquimal em CSCs por regulagao
negativa dos genes que estdo envolvidos neste fenbmeno. Assim, os pesquisadores
sugerem o uso da melatonina como uma importante estratégia para superar a invasao
tumoral e metastase (AKBARZADEH et al., 2017).

No teste de genotoxicidade foi observado que a melatonina age danificando os
nucleos celulares nas trés linhagens estudadas nesta investigagdo. Na linhagem
celular HaCaT tratada, o dano nuclear foi visto e quando extrapolamos para apoptose
celular notamos o mesmo efeito, pois a acdo da melatonina aumentou os danos
nucleares e essas células entraram no processo apoptético, fragmentando o DNA.
Mas no ensaio de analise do ciclo celular ndo ocorreu parada celular em nenhuma

das fases, entdo vimos que a melatonina n&o influencia o ciclo celular nessa linhagem.

Na linhagem HelLa, a melatonina exerceu o mesmo efeito genotdxico, enquanto
interessantemente nao foi observado esse efeito na linhagem celular SiHa, pois a
melatonina teve apenas um pequeno efeito genotoxico, porém néo significativo, o que
poderia ser explicado pela origem histologica diferente dessas linhagens, pois Hela
tem origem glandular, enquanto SiHa epitelial, ou uma outra explicacdo poderia ser
devido as células SiHa precisarem de uma maior concentragao de melatonina para

sofrerem o efeito genotoxico.
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Kontek e colaboradores (2013), em seus estudos com linhagens celulares de
cancer de pulmao (A549), adenocarcinoma colorretal (HT29) e linfécitos humanos,
tratadas com melatonina e irinotecano também verificaram acdes diferentes de
genotoxicidade. Em linfocitos houve dano ao DNA, mas n&o foi genotoxico, na
linhagem A549, foi visto fragmentacdo no DNA celular e na linhagem HT29, a
melatonina aumentou a genotoxicidade do irinotecano. Além disso, os autores
mostram que o irinotecano quando testado juntamente com melatonina causou
maiores danos no DNA celular, nas trés linhagens estudadas, do que quando

comparado ao tratamento somente com o irinotecano.

Diferente dos nossos resultados, Kocyigit e colaboradores (2018), em seus
estudos com células de carcinoma epidermoide humano (A431) e fibroblastos normais
humanos (1079Sk), tratados com melatonina, observaram que os efeitos genotoxicos
foram significativamente maiores em células cancerosas do que aqueles observados
em células normais. Os pesquisadores atribuem que esses efeitos sejam dose
dependentes, pois foram vistos apenas em doses mais elevadas de melatonina, e
podem ser devido a sua capacidade de produgao de ROS. A melatonina entdo, nas
células tumorigénicas atuaria como pro-oxidante, ativando danos ao DNA dependente

de ROS, levando essas células a apoptose.

Em nossos estudos com as linhagens HaCaT e SiHa, foi visto que houve
reducao de formacgdes de coldnias celulares apds o tratamento com melatonina em
relacdo ao controle. Em linhagens de cancer colorretal tratadas com melatonina, Ji e
colaboradores (2021), obtiveram resultados que corroboram com os nossos achados,
pois observaram redu¢ao do numero de colbnias celulares em relagdo ao grupo sem
tratamento, fato que atribuem a regulagao positiva da expressao de miR 34a/4449a
pela melatonina. Wang e colaboradores (2020) em seus estudos com carcinoma de
células escamosas oral (SCC-9) também observaram que, houve diminuigdo
significativa do numero de colbnias celulares, apdés o tratamento com melatonina,

atribuindo essa diminuicédo a superexpressao de miR-25-p5.

Sobre o ciclo celular, nas células HelLa verificamos a parada em G2/M e em

SiHa em G1/G0 e em ambas foi visto apoptose em fase inicial, final ou necrose.



62

Segundo Lin et al. 2020, esses resultados podem ser explicados pela modulagédo da
expressao de proteinas pro e anti-apoptoéticas, pela melatonina. Eles observaram em
células de leiomioma uterino (ELT3) e de musculo uterino liso (UtSMC), tratadas com
melatonina, um aumento de células em G0/G1, apesar de nao resultar em apoptose,
mas viram aumento de expressao nos genes supressores de tumor, PTEN, p21 e p27,

evidenciando que a melatonina agiu como protetora para as células em questao.

Em cancer gastrico, foi observado uma parada do ciclo celular em G0O/G1 nas
células SGC-7901 tratadas com melatonina e esse efeito foi associado a um aumento
da expressao do gene p21 na fase G1 (HUANG et al., 2020).

Em células de cancer de mama (MDA-MB-361), tratadas com melatonina, foi
observado indugdo da apoptose celular pela supressao de COX-2/PGEZ2/NF-kB,
sinalizacdo de PI3K/AKT e ativagdo da via apoptética dependente de APAF-
1/caspase. A expressao de COX-2 desempenhou um papel fundamental no processo
de inflamacdo e cancer, com a inibicido dessa, resultando em supressao do

crescimento celular e indugéo da apoptose (WANG et al., 2012).

As vias de sinalizagdo que a melatonina ativa, podem contribuir para suas
atividades protetoras, entre elas, a via PIBK/AKT surge como uma das principais
candidatas, devido ao seu papel no metabolismo e sobrevivéncia celular. Pois ja foi
relatado que a sinalizacdo mediada por PI3BK/AKT é uma das vias mais criticas na
regulacdo da sobrevivéncia celular, proliferacdo e metabolismo em mamiferos
(BELLACOSA et al., 1998; KILIC et al., 2005). AKT é regulado principalmente pela via
do fosfatidilinositol (3, 4, 5) - trisfosfato (PIP3) e a fosforilacdo de AKT pode ser
regulada pela melatonina, via ativacdo de PI3K (KILIC, et al., 2006). Portanto,
alinhamos que a ativacéo dos receptores 1A e 1B pela administracido de melatonina,
reduzem a expressao dos genes da via PISK/AKT e essa redugao seria um dos
principais contribuintes para o efeito benéfico da melatonina na diminuicdo da

tumorigénese.
Em nossos resultados, observamos que na linhagem celular Hela, o

tratamento com melatonina levou a ativagao da via PI3K/AKT, pelo receptor MTNR1B,

que reduziu notavelmente a expressédo dos genes PI3K, MTOR, AKT, PTEN, o que
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pode estar relacionado também com a parada das células na fase G2/M do ciclo
celular, o que consequentemente levou essas células a apoptose. Nossos resultados
estdo de acordo com Lin e colaboradores (2020), que também observaram uma
ativagao do receptor MTNR1B pela melatonina, que por sua vez regula negativamente

a via de sinalizagao AKT e fez com que a maquinaria tumoral parasse.

Em adenocarcinoma de mama, Proietti e colaboradores (2010), observaram que
o AKT fosforilado esta reduzido significativamente apds o tratamento com melatonina,
0 que também ndo aumentou a expressao de PTEN, o que pode ocorrer inicialmente,

como um evento precursor, antes da regulagdo negativa de AKT fosforilado.

Ja em células SiHa, a ativacdo da melatonina se deu pelos dois receptores
MTNR1A e MTNR1B, reduzindo apenas a expressao de AKT, ou seja, a expressao
dos genes PI3K e MTOR continuou elevada, mesmo apés o tratamento com a
melatonina. Wang e colaboradores (2012), observaram que a ativacdo da via de
sinalizagao dependente de AKT também pode ser mediada por melatonina e que PI3K
fosforilada e AKT sao os mediadores de proliferacdo e sobrevivéncia celular, via

receptor MTNR1A, em cancer de mama.

Em HaCaT, linhagem de queratindcitos normais humanos, nao houve a ativagao
da via PISK/AKT pelos receptores MTNR1A e MTNR1B, consequentemente a
expressao de todos os genes estudados se manteve aumentada, como nas células

normais de diferentes tecidos, vistos em outros estudos.

Assim, podemos concluir que o gene AKT tem potencial para ser o marcador
genético que procuramos, pois em ambas as linhagens tumorigénicas (HeLa e SiHa)
foi observada a expresséo diminuida, apos o tratamento e na linhagem normal (HaCaT)

a expressao foi aumentada.

Song e colaboradores (2018) também observaram que o tratamento com a
melatonina, em células de tumor gastrico, reduziu a expressédo de AKT e aumentou de
pb53, sugerindo que a melatonina inibe o crescimento celular tumorigénico pela

atenuacao da atividade de AKT.
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Diante do exposto, consideramos a melatonina um agente antiproliferativo,
antimigratorio, genotdxico, indutor de apoptose e modulador do ciclo celular e da
expressdo da via génica PISK/AKT, em cancer de colo de utero, sendo entéo
promissor no tratamento desse tipo de cancer, mas futuros estudos sdo necessarios,
principalmente em relagéo a sua aplicagao sozinho ou associado a outros tratamentos

ja existentes.
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VI - CONCLUSAO
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Nossos achados, até o presente momento, permitem concluir que a melatonina,

nas linhagens celulares tumorigénicas estudadas:

- Nao altera a morfologia celular, mas reduz a proliferacéo e migracao celular;
- Nao é citotoxico, porém é genotoxico;

- Reduz formacao de colbnias tumorais;

- Induz as células estacionarem nas fases G1/G0 e G2/M do ciclo celular;

- Induz o processo de apoptose inicial, tardia e necrose;

- Modula a expressao de genes da via PISK/AKT.

Dessa maneira, a melatonina parece apresentar uma agao antitumorigénica,
por mecanismos relacionados as vias antiproliferativas, antimigratérias e apoptéticas
e abrem novas possibilidades de estudos futuros para terapias associadas no cancer

de colo de utero.
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