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Resumo

A melatonina ¢ uma indolamina ubiquamente expressa na natureza sendo
produzida de forma enddgena. Em mamiferos, essa indolamina exerce fun¢do enddcrina
e autocrina coordenando as mais diferentes fungdes fisioldgicas do organismo como ciclo
circadiano, resposta imune, balango oxidativo, perfil inflamatorio, protecao celular entre
outros. As recentes caracterizagdes do potencial terapéutico da melatonina tém
despertado a atencdo para os seus efeitos antitumorais. Atualmente, ja é descrito que a
melatonina exerce papel oncostdtica, anti-angiogénica, anti-metastatica, modulagdo
metabolica e pro-apoptodtica em diversas linhagens tumorais. No entanto, pouco se sabe
sobre o papel da melatonina na fungdo mitocondrial e modulacdo de
morte celular litica em células de cancer gastrico AGS. O objetivo desse estudo € analisar
os efeitos da melatonina sobre parametros carcinogénicos, fungdo mitocondrial e de
morte piroptotica em células de cancer de gastrico humano AGS in vitro. Nossos
resultados demonstraram que a melatonina promove redu¢do da viabilidade celular
mitocondrial em células de cancer gastrico AGS através da inducdo de alteracdes
morfoldgicas e funcionais da mitocondria. Ela também promoveu redugdo da producio
de espécies reativas em tempos iniciais e o subsequente aumento em tempos tardios de
estimulo. Além disso, essa indolamina exerceu a redu¢do da ativagdo celular através da
reducdo da biogénese de corpusculos lipidicos, bem como da proliferagao tumoral através
do aprisionamento de células na fase G1. Em concordancia com a literatura, a melatonina
promoveu aumento de morte apoptoticas nas células de cancer gastrico AGS. Contudo, a
melatonina preveniu a formagdo de poros na membrana, mesmo sob estimulo de
indutores como LPS e ATP, promoveu reducdo da expressdo de proteinas efetoras da
piroptose como GSDMD e pro-caspase 1, bem como a reducdo da liberacdo da enzima
LDH e IL-1p, esta ultima apenas na maior concentragdo de estimulo. Por fim, diferentes
concentragdes de melatonina promoveram modulagdes diferenciais da producdo de
citocinas inflamatérias como IL-1p e TNF-a. Em sintese, o presente trabalho caracterizou
o impacto da melatonina sobre diversos parametros celulares de células AGS, além de

indicar o efeito atenuador de melatonina sobre a morte piroptética nessas células.

Palavras-chave: Cancer; Melatonina; Piroptose; Mitocondria;
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Abstract

Melatonin is an indoleamine ubiquitously expressed in nature and produced
endogenously. In mammals, this indolamine has an endocrine and autocrine function,
coordinating the most different physiological functions of the organism, such as the
circadian cycle, immune response, oxidative balance, inflammatory profile, cell
protection, among others. Recent characterizations of the therapeutic potential of
melatonin have drawn attention to its antitumor effects. Currently, it is already described
that melatonin plays an oncostatic, anti-angiogenic, anti-metastatic, metabolic
modulation and pro-apoptotic role in several tumor cell lines. However, little is known
about the role of melatonin in mitochondrial function and modulation of lytic deaths in
AGS gastric cancer cells. The aim of this study is to analyze the effects of melatonin on
carcinogenic parameters, mitochondrial function and pyroptotic cell death in AGS human
gastric cancer cells in vitro. Our results demonstrated that melatonin promotes reduction
of mitochondrial cell viability in AGS gastric cancer cells by inducing morphological and
functional alterations of the mitochondria. It promoted a reduction in the production of
reactive species in early times and the subsequent increase in late times of stimulation. In
addition, this indolamine exerted a reduction in cell activation by reducing the biogenesis
of lipid bodies, as well as tumor proliferation by arresting cells in the G1 phase. In
agreement with the literature, melatonin promoted an increase in apoptotic death in AGS
gastric cancer cells. However, indolamine prevented the formation of membrane pores,
even under the stimulus of inducers such as LPS and ATP, and promoted a reduction in
the expression of pyroptosis effector proteins such as GSDMD and pro-caspase 1. In
addition to promoting a reduction in the release of the enzyme LDH and IL -1, the latter
only at the highest stimulus concentration. Finally, different concentrations of melatonin
promoted differential modulations in the production of inflammatory cytokines such as
IL-1B and TNF-a. In summary, the present work characterized the impact of melatonin
on several cellular parameters of AGS cells, in addition to indicating the attenuating effect

of melatonin on pyroptotic cell death in these cells.

Keywords: Cancer; Melatonin; Pyroptosis; Mitochondria
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1. Introduciao

A melatonina ¢ uma indolamina altamente conservada de carater anfifilico expressa
ubiquamente na natureza, sendo encontrado desde organismos unicelulares como
bactériasaté organismos mais complexos como plantas e animais. Em organismos
primitivos, a producdo de melatonina estd associada a um mecanismo de
neutralizagdo da geracdo de radicais livres que configuram um risco para a
integridade dos mesmos (ZHAO et al.,2019). Ao longo do processo evolutivo essa
molécula adquiriu a capacidade de sincronizar estimulos ambientais, como ciclo
circadiano e sazonais, ao relogio bioldgico, bem como promover adaptagdes
fisiologicas em organismos mais complexos através de modulagdesenddcrinas. Em
vertebrados, a melatonina pode ser obtida de maneira exdgena, atravésda dieta, e
endogena através da sua sintese extra pineal ou pineal. Neste contexto, a depender da
localizagdo da sintese da melatonina, a melatonina pode desempenhar fungdesendocrinas,
paracrinas, autocrinas e antioxidantes (ARENDT, 2018; MENG et al., ).

A sintese dessa molécula, por sua vez, ¢ oriunda do processo de
descarboxilagdodo aminodcido triptofano e ocorre em uma cadeia de reagcdo enzimatica
de quatro etapas (fig. 1). O processo inicia-se a partir da hidroxilagdo do L-triptofano em
5-hidroxitriptofano pela enzima triptofano-5-hidroxilase (TPH). Em seguida, o 5-
hidroxitriptofano ¢ descarboxilado em 5-hidroxitriptamina, também conhecido como
serotonina, pela 5-hidroxitriptofano descar- boxilase (5-HTR). A serotonina ¢ acetilada pela
aralquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT) formando a N-acetilserotonina que, por fim,
¢ convertida em N-acetil-5-metoxitripnamina ou melatonina pela enzima N-
acetilserotonina-O-metiltransferase (ASMT), também conhecida como hidroxindole-O-
metiltransferase (HIOMT), sendo esta ultima etapa limitante para a biossintese da

molécula (ZHAO et al., 2019).
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Figura 1. Sintese da melatonina

Adaptado de: Bravo, R., 2013.

Melatonina Pineal

A melatonina pineal, também conhecida como melatonina circulante, atua
majoritariamente de forma enddcrina e dependente de receptores. Esta € sintetizada pelos
pinealdcitos, células que compdem a glandula pineal no sistema nervoso central (SNC),
e secretada no sangue e fluido cérebro-espinhal. A sintese desse neurohormoénio é
regulada via nudcleo supraquiasmatico a partir do fotoestimulo claro/escuro do ciclo
circadiano, sendo a presenca da luz um inibidor desse processo (CIPOLLA-NETO;
AMARAL, 2018). De maneira geral, a fotoestimulac@o é captada pelos fotorreceptores
de células ganglionares da retina. Os sinais circadianos sdo captados e enviados para o
ntcleo supraquiasmaético por neur6nios gabaérgicos através do trato retinohipotalamico e
sdo posteriormente transmitidos para a medula espinal via sistema simpdtico para os
ganglios cervicais posteriores (GCP). Em seguida, os nervos motores pds ganglionares
dos GCP liberam catecolaminas como a noraepinefrina (NE) que se ligam ao receptor o
e Padrenérgicos (o e B-AR) expressos na membrana dos pinealdcitos. A ativagdo
simpdtica € essencial para a sintese de melatonina uma vez que a produciao da enzima
arilaquilamina N-acetiltransferase (AA-NAT), também conhecida como serotonina

acetiltransferase, é dependente desse fendmeno. O comprimento de luz na faixa do azul,

17



ou seja, a luz/claridade € responsdvel por inibir a sintese de melatonina, enquanto a
escuridao € responsével por estimular, sendo os maiores picos circulantes dessa molécula

durante a noite (SCHOMERUS; KORF, 2005).

A melatonina pineal € amplamente reconhecida como o horménio do sono
atuando como um neurohormdnio cronobiético, responsavel pela manutencdo do reldgio
bioldgico através da regulacdo do ciclo circadiano. No entanto, essa ndo € a dnica
atividade exercida por esse hormonio. A melatonina exerce fungdes pleiotrépicas como a
regulacdo do sono, do balanco energético, regulacio metabdlica, imunomodulacdo, bem
como protecdo celular, que se estende a propriedades anti-tumorais. Mais do que isso,
essa indolamina € responsavel pela sincronizacido e adequacgdo dessas fungdes ao ciclo
circadiano e relégio bioldgico do individuo (ZHAO et al.,2019; CIPOLLA-NETO et al.,
2014). Por tanto, seus efeitos oscilam durante o espaco de tempo que compreende 24
horas. Os niveis da melatonina podem variar, em média, entre 5 pg/mL durante o dia e
alcanca o nivel de 200 pg/mL durante a noite, turno em que atinge a sua maior
concentracdo circulante (HICKIE; ROGERS, 2011; KARASEK; WINCZYK, 1997).
Durante a noites, as altas concentragdes dessa indolamina podem permanecer circulantes
por cerca de 8 horas, enquanto decresce significativamente durante o dia perdurando por

cerca de 16 horas em niveis até 10 vezes inferior ao pico (REITER, 1991).

As modulacdes de cardter enddcrino sdo desempenhadas a partir da interacdo da molécula
com seus respectivos receptores: receptores nucleares RZR/ROR e os receptores de
membrana acopladas a proteina G (MT1 e MT2) (LIU et al., 2016). Os receptores 6rfaos
relacionado ao 4cido retindico (RZR/ ROR) sdo uma familia composta por trés subtipos
a, B e y que quando ativados estes receptores, promovem uma sinalizacdo intracelular ja
foram associadas aos efeitos imunomodulatoérios e anti-tumorais da melatonina (WANG
et al., 2015b). Entretanto, sabe-se que os principais efeitos associados a esse hormdnio
sdo promovidos pela sua interacdo com os receptores MT1 e MT2. Os receptores MT1 e
MT?2 sdo receptores heterotriméricos G;j/Go e qul 1que dimerizam em homodimeros ou
heterodimeros no intuito de manter os sitios de ligacdo da melatonina funcionais e
seletivos a molécula. Estes receptores sdo expressos na mitocondria, membrana celular e
tecidos (SLOMINSKI et al., 2012). A melatonina também € capaz de se ligar a enzima

quinona redutase II, também chamada de MT3 nas quais foram observadas a atividades

18



pré-apoptdtica e citotoxicas em células tumorais quando associada a quimioterdpicos

(PARIENTE et al.,2017).

Os efeitos mediados por receptores MT1/MT2 podem se diferir a depender dos
orgaos alvos, concentracdo local do hormonio, expressdo, afinidade e dessensibilizacdao
de receptores. Estes sdo classificados em trés fendmenos: efeitos imediatos, efeitos
proximais e efeitos prospectivos. Os efeitos imediatos sdo observados durante a noite,
quando ocorre a mdxima de sintese/secrecao e interacdo da melatonina com seu receptor.
Os efeitos imediatos sdo caracterizados pelos papéis enddcrinos classicos desempenhados
pela melatonina. Em seguida, sdo observados os efeitos proximais que ocorre
imediatamente apds cessar a interacdo da melatonina com seu receptor, em que se cessa
também a sinalizacdo intracelular mediada por essa interacdo. Nesta fase héd a expressao
de genes relogios, bem como traducdo e degradacdo dessas proteinas. Os efeitos
prospectivos sdo observados no dia seguinte, durante a claridade, onde hd uma dréstica

reducdo dos niveis de melatonina circulante (CIPOLLA-NETO; AMARAL, 2018).
Melatonina extra pineal

Por outro lado, a melatonina extra pineal ¢ encontrada em diversos tecidos e
orgdos externos a glandula pineal como células imunes, endoteliais, cérebro, ovario, pele,
retina, trato gastrointestinal (TGI) entre outros. Nestes locais de sintese, a melatonina
exerce fungdes majoritariamente intracrinas, autocrinas, paracrinas, quando dependentes
de receptor (ACUNA-CASTROVIEJO et al., 2014). No entanto, devido ao seu carater
anfifilico, a melatonina também ¢é capaz de se difundir pela membrana celular, organelas
e membranas nucleares desempenhando fungdes independentes de receptor. Sao
abrangidas neste mecanismo de acdo a neutralizacdo de radiciais livres ¢ modulagdo do

perfil inflamatorio.

Apesar de ser encontrada em uma vasta gama de tecidos e 6rgdos, a melatonina
possui distribuicdo irregular na célula, apresentando maior abundancia na mitocondria
(REITER et al., 2016). A mitocondria € um dos principais sitios de producgdo de radicais
livres, sendo estes subprodutos da respiragao celular. A respiracdo celular consiste no
processo bioquimico de obteng@o de energia na forma de adenosina trifosfato (ATP). Esta
ocorre a partir do catabolismo da glicose que ocorre em trés etapas: glicolise, ciclo de

krebs e fosforilagao oxidativa. A glicélise ocorre no citoplasma celular e ¢ caracterizada
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pelo processo de degradacdo da glicose em duas moléculas de acido pirGvico para
obtencao de duas moléculas de ATP. O acido pirtvico, ou piruvato, é transportado para
a mitocondria e convertido em acetil-CoA (coenzima A), pelo complexo piruvato
desidrogenase (PDC), sendo esta molécula um intermediario do ciclo de krebs. O ciclo
de krebs ocorre na matriz mitocondrial e consiste num processo anfibdlico, ou seja, que
¢ capaz de promover reagdes de catabolismo e anabolismo dos substratos envolvidos.

Nesta etapa se tem como resultado a oxidacdo do acetil-coA em CO?2. Além disso, ha a

obtengdo de duas moléculas de ATP, seis moléculas de NADH, duas de FADH2. As
moléculas NADH e FADH2, por sua vez, sdo carreadores de elétrons que realizam a
transferéncia de elétrons para a cadeia transportadora de elétrons (CTE). Por fim, a CTE

¢ composta por uma série de complexos protéicos responsavel pela captura de életron e a

conversao do oxigénio (O2) em agua e a geracdo de ATP (NELSON; COX, 2017).

No entanto, alguns elétrons vazam da CTE e reduzem o O2 de forma incompleta

gerando as espécies reativas de oxigénios (ROS) como subprodutos indesejaveis da
respiragdo.O superdxido (O2¢ ) é uma das principais ROS geradas na respiragdo celular.

Este anion pode ser convertido em perdxido de hidrogénio (H202) em uma reacio de
autodismutase. O H202 ndo ¢ um radical livre, entretanto, por possui vida longa, é capaz

de se difundir para outros compartimentos celulares externos a mitocondria. O peroxido
de hidrogénio pode sofrer homolise e gerar o radical hidroxila que ¢ um dos radicais livres
mais danoso para o sistema bioldogico (MURPHY, 2009). Em concentra¢cdes moderadas,
as ROS e RNS desempenham um importante papel como moléculas de sinalizacio
intracelular e extracelular mediando a regulagdo de algumas fungdes celulares atuando na
protecdo de células contra o estresse oxidativo, manutencao do balango redox, resposta
imune entre outros parametros biologicos (ZHANG et al., 2016). Entretanto, em altas
concentragdes essas moléculas apresentam alta reatividade podendo atuar em
macromoléculas promovendo oxidagdo de enzimas, lipidios e proteinas das membranas
celulares, bem como reagir com bases nitrogenadas do DNA. Em casos mais letais, as
ROS podem promover mutagcdes no material genético tanto da célula quanto o DNA
mitocondrial levando a disfuncionalidades irreparaveis e, por consequéncia, morte celular

(ZHANG et al., 2016).

A N-acetil-5-metoxitripnamina atua no balango redox através da neutralizagdo de

radicais livres como RNS e, em especial, ROS (REITER et al., 2016). A agdo antioxidante
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da melatonina pode ocorrer de maneira direta ou indireta. Em acdo direta, a melatonina
interage com gerando intermediarios anti-oxidantes. Enquanto em ac¢do indireta, a
melatonina ¢ capaz de modular a expressdo de enzimas que atuam no balanco redox,
promovendo a hiper-regulagdo e o aumento da atividade de enzimas antioxidantes
(FISCHER et al., 2013). Paralelamente, a melatonina também esta associada a uma
reducdo da translocagdo do fator NF-kB e, assim, redu¢do da producdo de citocinas

inflamatoéria (REITER et al., 2000; KUMAR; HALDAR; VERMA, 2021).

Mais do que isso, evidéncias recentes tém sugerido fortemente que a mitocondria € o sitio
de sintese da melatonina extra pineal (REITER et al., 2021). Sabe-se que esta organela ¢
capaz de expressar a proteina AA-NAT, responsavel pela penultima etapa de sintese da
melatonina, além do acetil-CoA, produto da conversdo do piruvato na mitocondria, ser
um importante co-fator para a ativagdo dessa enzima (HICKMAN; KLEIN; DYDA,
1999). Ademais, como mencionado anteriormente, a melatonina ¢ uma molécula
altamente conservada entre as espécies. Nesse sentindo, uma das explicagdes que podem
justificar a origem da sintese da melatonina nessa organela estd contida na Oteoria da
endossimbiose. Essa teoria propde que as mitocondrias seriam originalmente organismos
procariotos, no caso bactéria, que foram englobados por organismos heterotroficos em
uma relagdo de simbiose (MARTIN; GARG; ZIMORSKI, 2015). Dessa forma, esses
organismos mantiveram ao longo da evolugdo a capacidade da sintese de melatonina
como mecanismo adaptativo para manutencdo da homeostase celular. Suofu e
colaboradores demonstraram que a melatonina ¢ produzida na matriz mitocondrial e
exerce funcdo de manutengdo da homeostase mitocondrial de forma auto-mitocrina, ou
seja, através da interacdo com receptores MT1 expressos na membrana mitocondrial
externa. A sinalizacdo intracelular desencadeada pela interacdo da melatonina com o seu
receptor esta associada a inibi¢do do estresse mediado pela liberagao do citocromo C e
consequente ativagdo de caspases em células saudaveis (SUOFU et al., 2017). Contudo,
pouco se sabe a respeito do mecanismo de regulacdo da melatonina extra pineal

(BISHEHSARTI; VOIGT; KESHAVARZIAN, 2020).

Cancer

De acordo com a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS), o cancer transita entre a

primeira e segunda posicdo no ranking de causas de morte em escala global. Apenas
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no ano de 2020 foram estimados cerca de 19,3 milhdes de novos casos. Nesse
mesmo ano, a doenga levou a ébito quase 10 milhdes de pessoas o que, em termos
ilustrativos, corresponderia a causa de 1 em cada 6 mortes no mundo. Destacam-se
para a contribui¢do do crescimento estatistico de incidéncia os canceres de mama
feminino que compreendem 11.7% dos diagndsticos, seguido pelo cancer de pulmao
(11.4%), colorretal (10%), prostata (7.3%) e estomago (5.6%). Em contrapartida,
ao nivel de letalidade a lista é liderada pelo cancer de pulmao correspondendo a
18% dos 6bitos, seguido pelo colorretal (9.4%), figado (8,3%), estobmago (7.7%) e
por fim o cancer de mama feminino (6.9%) (SUNG et al.,, 2021).

O cancer ¢ definido como um conjunto de mais de 100 doengas malignas
caracterizadas pela transformagdo de células normais em células com uma alta taxa
proliferativa e de forma desordenada (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2022).
Paralelamente, essas células apresentam suas vias de senescéncia e morte inibidas,
tornando-se assim uma célula biologicamente imortal. Tais caracteristicas compdem um
perfil basico de células neoplasicas e sdo oriundas de mutagdes genéticas, de carater
somatico, em um conjunto de genes considerados criticos ao cancer também
denominados oncogenes (GREENMAN et al,, 2007). Esse conjunto de genes sdo
responsaveis pela codificacdo de proteinas que atuam na regulacao da via de proliferagao,
diferenciagdo e morte celular, além de proteinas associadas a supressao do tumor. Quando
mutadas, passam a ndo exercer adequadamente suas func¢des promovendo maior
susceptibilidade a aquisicdo de atributos nocivas ao individuo. Ademais, essas células
adquirem vantagens adaptativas em relagdo as células ndo transformadas que as tornam
potencialmente agressivas, na qual podem desenvolver a capacidade de migrar e colonizar

outros tecidos, ou seja, metastizar (HANAHAN, 2022).

Cancer Gastrico

O cancer gastrico refere-se a neoplasia que se desenvolve na parede de
revestimento do estdmago. Como mencionado acima, esse tumor ocupa a 5a posi¢cao
dentre os tumores mais frequentes no mundo ¢ a 4a em letalidade. Em termos numéricos,
estima-se que no ano de 2020 foram diagnosticados cerca de 1,1 milhdes de novos casos
e 770 mil mortes provenientes dessa patologia (MORGAN et al., 2022). No Brasil, o
Instituto Nacional do Cancer (INCA) indica que para o triénio de 2020 a 2022 haverdo

em média 21 mil novos diagnosticos e cerca de 20 mil mortes por grupo de 100 mil

22



individuos (INCA, 2020). Especialistas avaliam que até o ano de 2040, atribua-se ao
cancer gastrico cerca de 1,8 milhdes de novos diagnosticos e, em média, 1,3 milhdes de

obitos anuais (MORGAN et al., 2022).

Os canceres de estomago podem ser categorizados em carcinomas, tumores
estromais gastrointestinais (GISTs), tumores neuroenddcrinos (NET), linfomas, sarcomas
e entre outros que podem se desenvolver nesse tecido. Os carcinomas sdo caraterizados
como canceres que se desenvolvem em epitélios teciduais incluindo tecidos glandulares.
O subtipo de cancer gastrico mais frequente pertence a classe de tumores glandulares
denominado adenocarcinoma. O adenocarcinoma se refere a corresponde por volta de

95% dos casos de canceres gastricos (INCA, 2021).

A carcinogénese ¢ oriunda da combinagdo de fatores ambientais e endogenos
como pré-disposi¢do genética e/ou acumulo de alteragdes genéticas especificas. Dentro
dessa linha, classifica-se os fatores de riscos como modificaveis ou nao modificaveis.
Compoe os fatores de riscos modificaveis os fatores que sdo passiveis de mudanga ou
podem ser evitados como habitos de vida (STEIN; COLDITZ, 2004). A exemplo, padrdes
alimentares como alto consumo de alimentos preservados em sal, processados, baixo
consumo de frutas, legumes e vegetais frescos. Além de condigdes de sobrepeso ou
obesidade, abuso de alcool e tabaco estdo intimamente relacionados ao desenvolvimento
de tumores. Especificamente para canceres gastricos, quadros de gastrites, isto &,
inflamacao do revestimento do estdmago, e infec¢des cronicas pela bactéria Helicobacter
Pylori, quando nao adequadamente tratada, insurgem como os principais fatores de risco
para o desenvolvimento dessa patologia. Por outro lado, os fatores de riscos ndo
modificaveis sdo atribuidos a fatores intrinsecos do individuo como sexo, uma vez que
esse tumor ¢ mais frequente em homens com idade acima de 60 anos. Além de herangas
genéticas que também contribuem para uma pequena porcentagem dos casos de
desenvolvimento de canceres gastricos (ROCK et al., 2020; YANG et al., 2009; SITARZ
etal.,2018).

Canceres gastricos tendem a se desenvolver lentamente ao longo dos anos e
raramente apresentam sintomas associados em estagios iniciais o que configura uma
grande barreira para o diagnodstico precoce e contribui para a sua evolugdo. Os tumores
podem se iniciar em diferentes por¢des do estdmago e por esta razao promover diferentes

sintomas, progndsticos, além de requerer diferentes abordagens terapéuticas. De forma
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geral, ¢ caracteristico a esse tipo de neoplasia a expressdo de sintomas em estagios
avancados, fator preponderante para a sua alta letalidade (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2021a).

Os tratamentos sdo tracados a depender do estagio e grau de espalhamento do
tumor. Ressecamento cirargico compde a linha de tratamento para tumores
diagnosticados precocemente e para aqueles que podem ter apresentado baixo grau de
espalhamento, ndo alcangando tecidos distantes. Ademais, essa abordagem ¢
frequentemente associado a quimioterapia e/ou radioterapia para posterior prevengao de
recidivas a partir de células remanescentes. Essa abordagem cirurgica apresenta melhores
chances de sobrevivéncia a longo prazo. Em casos de tumores nio ressecaveis, a
quimioterapia e radioterapia compde as abordagens terapéuticas padrdo e podem ser
associados a imunoterapias na tentativa de reducdo tumoral para subsequente remocao
cirargica ou contengdo da progressdo tumoral em estagios avangados. Em termos de
expectativa de vida, a taxa de sobrevida relativa em 5 anos, ou seja, porcentagem de
pacientes que vivem pelo menos 5 anos ap6s o diagnostico da doencga, abrange cerca de
70% dos individuos com tumores localizados, 32% de individuos com tumores com grau
de espalhamento regional e 6% para individuos metastaticos (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2021b).

Estresse Oxidativo, metabolismo e cancer

O estresse oxidativo ¢ o fendmeno resultante do desbalango entre as espécies
reativas produzidas em excesso em relacdo a uma expressdo ineficiente de enzimas
antioxidantes para a sua conten¢cdo. Como mencionado anteriormente, as ROS exercem
papel fundamental na modulacao da inflamagao e da resposta imune. Essas moléculas sdo
capazes de estimular a expressao de genes inflamatdrios através da ativagao de fatores de
transcri¢do redox reativos de diversos fatores de transcri¢do, dentre eles o fator nuclear
kappa B (NF-kB) (LINGAPPAN, 2018). A ativa¢dao do fator de transcricio NF-kB
promove a sua migragao do citosol para o nticleo onde ha a sua interagdo com o DNA e,
por consequéncia, a transcrigdo de diversas citocinas inflamatorias como interleucinas 1,
2 e 6 (IL-1, 2 e 6), fator de necrose tumoral o (TNF-a) e da enzima 6xido nitrico sintase
induzivel (iNOS) que esta associada a producdo da espécie reativa de nitrogénio (RNS)

oxido nitrico (NO) como resposta imune (LIU et al., 2017a). Quando continuo, o estado
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de inflamagdo esta associado ao desenvolvimento de diversas patologias, dentre elas o

cancer.

O papel do estresse oxidativo na carcinogénese ¢ dual podendo esta associada a
sua supressdo mediante inducdo da senescéncia e morte celular, bem como
desenvolvimento através da indugcdo de mutagénese e/ou dano no material genético
celular. Nesse mesmo sentido, o estresse oxidativo agudo pode promover a oxidagdo de
proteinas supressoras de tumor e, por consequéncia a sua inibicao, tal qual promover o
aumento da sobrevivéncia celular (SAKAMOTO et al., 2009; REEST et al., 2018). Em
quadros de inflamagao cronica estudos tém demonstrado que a comunicacao cruzada, isto
¢ o crosstalk, entre as ROS derivadas de células mieldides e a citocina pré-inflamatoria
TNF-a foi capaz de desencadear mutagdes genéticas tumorigénicas, bem como propiciar
um microambiente favoravel ao seu crescimento € uma maior invasividade (CANLI et

al., 2017).

O crescimento desordenado das células tumorais em tecidos promove a formagao
de uma massa celular que apresenta em seu interior um ambiente, em teoria, indspito para
as células que ali residem. Com baixa vascularizacdo e baixo acesso a suportes
nutricionais e de oxigénio, as células transformadas desenvolveram um mecanismo de
vantagem adaptativa a este cenario, a ativacdo do fator de transcri¢do induzivel por
hipoxia 1 (HIF-1). Em especial, a subunidade HIF-1a, exibe estabilidade e atividade em
baixas concentragdes de oxigénio, ou seja, hipoxia. A ativacao de HIF-1a esta associada
a transcri¢do de diversos genes relacionados a processos como angiogénese com a
expressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), metabolismo da glicose
através do aumento da expressao de genes glicoliticos, bem como o de transportadores de
glicose, além de genes relacionados com a proliferacdo e sobrevivéncia celular. O
conjunto de modificacdes obtidas a partir da ativagdo desse fator conferem as células
tumorais as caracteristicas necessdrias para o seu estabelecimento, progressio e

agressividade (KE; COSTA, 2006) .

Em um mecanismo aparentemente controverso, células tumorais apresentam
como vantagem adaptativa o direcionamento preferencial do metabolismo da glicose para
uma via anaerdbica, mesmo em condi¢des de normoxia. Esse fenomeno é denominado
efeito warburg ou glicolise aerobica. A glicolise ¢ um processo bioquimico na qual ao

invés de ser transportado para a mitocondria completando o ciclo de oxidagao da glicose

25



pela fosforilagdo oxidativa, o piruvato ¢ desviado e convertido em lactato ainda no
citoplasma celular. Em tese, esse processo apresenta-se como uma via alternativa
ineficiente para a produgdo de ATP, uma vez apenas 2 moléculas sdo produzidas nesta
via. No entanto, o conjunto de eventos promovidos por este metabolismo promove um
microambiente favoravel para a manutencdo das necessidades celulares do tumor. O
metabolismo glicolitico estd associado a producdo de energia necessaria e também de
diversos precursores biosintéticos essenciais para suprir a alta demanda proliferativa
dessas células. Para tal, h4 um aumento significativo do consumo de glicose, que
paralelamente reduz a biodisponibilidade desse substrato para as células adjacentes
incluindo células imunes influenciando diretamente no seu perfil de ativagdo (LIBERTTI;
LOCASALE, 2016). Para além, ¢ induzida a acidose do microambiente, oriunda da alta
produgdo de lactato, que contribui para a modulagdo do perfil imune em um perfil mais
anti-inflamatorio, selecdo de células resistentes, apoptose e quimioterapia contribuindo

para evasdo e maior agressividade tumoral (LIU; JIN; FAN, 2021).

Ademais, hipotetiza-se que o metabolismo glicolitico possa promover a inibi¢ao
da sintese de melatonina em células tumorais. Como mencionado anteriormente, a
fosforilagao oxidativa ¢ a principal via de obtencdo de energia em células saudaveis. O
transporte e conversao do piruvato para a mitocondria configura eventos-chave para a
sintese de melatonina, uma vez que o acetil-coA é um co-fator necessario para a sintese
da enzima limitante AANAT. Nesse sentido, o metabolismo glicolitico atua no aumento
da expressdo da enzima piruvato quinase desidrogenase (PDK). As PDK promovem a
inibi¢do do complexo piruvato desidrogenase (PDC), conjunto de enzimas responsavel
pela conversdo do piruvato em acetil-coA, dessa forma, inibindo a sintese de melatonina
e o fornecimento de substrato para o funcionamento da fosforilagdo oxidativa (Figura 2)

(REITER et al., 2020).
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Figura 2. Sintese de melatonina na mitocondria e metabolismo celular.

Adaptado: Reiter RJ., 2020.

Morte celular

Em especial, um dos principais entraves atribuidos as perturbacdes promovidas
pelas células tumorais no sistema biologico € a sua imortalidade. Desprezando a rica
complexibilidade e relevancia de outros pilares para a tumorigénese, em tese, a alta taxa
proliferativa poderia ser contornada caso houvesse um balango proporcional em niimero
e rapidez da morte dessas células transformadas. A morte ¢ caracterizada como um
processo de manutencdo da homeostase celular através da eliminacdo de células
indesejadas. Devido a sua importancia na regulagdo da vida, diversos mecanismos de
morte foram desenvolvidos com o intuito de atender as mais variadas necessidades

celulares e/ou teciduais. Os diferentes tipos de morte acionam respostas especificas que
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estdo intimamente ligadas ao desencadeamento de processos secundarios. Estes, dardo
continuidade a conservacao do ciclo de sobrevivéncia e proliferacdo a depender do

requerimento do microambiente (CHAABANE et al., 2013).

As mortes celulares sdo categorizadas em duas classes principais: a morte celular
regulada e a morte celular acidental. A morte celular regulada, também chamada de morte
celular programada, € caracterizada por um processo finamente coordernado que tem por
finalidade a manuten¢do da homeostase em condigdes normais ou a contengao de quadros
nocivos/patologicos. Enquanto a morte celular acidental ¢ desencadeada por danos de
carater fisico, quimico ou mecanico. De modo geral, as mortes celulares reguladas
apresentam um amplo espectro de perfis com particularidades que as caracterizam como
mecanismos de inducgdo, padroes moleculares, caracteristica morfologicas e de resposta

produzida como por exemplo imunomodulacdo (GALLUZZI et al., 2018).

Os tipos de morte predominante no sistema bioldgico pertecem a classe das mortes
celulares programadas, em especial a apoptose. A apoptose € um tipo de morte nio
inflamatoria morfologicamente caracterizada pela diminui¢do do citoplasma celular,
condensagdo da cromatina, fragmentacdo nuclear, formagao de bolhas membranares,
compartimentalizacdo do conteudo intracelular em corpos apoptoticos, além da
externalizacdo do fosfolipideo de membrana fosfatidil serina. A inducdo da morte
apoptdtica pode ser desencadeada por sinaliza¢do extrinseca ou intrinseca. Independente
da via de inducdo tipicamente obtém-se a ativagdo de proteases asparticas de cisteinas,
isto &, caspases. A ativacdo através da extrinseca € promovida por estimulos/perturbagdes
extracelulares mediada pela interacdo dos receptores de mortes expressos na superficie
celular como receptor de fator de necrose tumoral (TNFR), Fas (Apo-1/CD95) e receptor
do ligante indutor de apoptose relacionado ao TNF (TRAIL) com seus ligantes cognatos.
Apos a interagdo ¢ suscitado a montagem de um dindmico complexo multiproteico que
promove a clivagem da forma inativa de caspase-8 em sua forma ativa permitindo a sua
atuacdo na ativacao de outras caspase efetoras (SHARMA; BOISE; SHANMUGAM,
2019).

A via intrinseca, por sua vez, ¢ desencadeada em resposta a condi¢des de estresse
celular como privagdo de nutrientes, dano do DNA, hipoxia entre outros. A via apoptotica
intrinseca ¢ caracterizada pela permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa na

qual ¢ regulada pela familia de proteinas pr6 e anti-apoptoticas BCL-2. Em resposta a
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estimulos apoptoticos, a proteina X associada a BCL2 (BAX) e/ou a proteina antagonista
de BCL2 (BAK) promovem a formagdo de poros na membrana mitocondrial e, por
conseguinte, a liberagdo do citocromo C. O citocromo C atua entdo na formacdo de
apoptossomos e maturagdo da caspase-9 que dardo prosseguimento ao processo de morte
(SHARMA; BOISE; SHANMUGAM, 2019; GALLUZZI et al., 2018). E importante
ressaltar que a via intrinseca pode ocorrer de forma independente de caspase a partir da
liberagdo do fator indutor de apoptose e da endonuclease G da mitocondria. Apos sua
liberagdo, essas proteinas migram para o nucleo onde promovem a condensagdo da

cromatina (CHAABANE et al., 2013).

Por outro lado, contrariamente a morte apoptdtica, outras vertentes de mortes
apresentam como principais caracteristicas a lise celular e a indug¢@o de imunogenicidade
mediada por inflamagdo. A principio postulava-se que mortes liticas estariam associadas
a um processo de morte acidental, biologicamente ndo controlada ou programada, sendo
a morte necrotica a principal referéncia dessa classe. A necrose ¢ morfologicamente
caracterizada pelo inchaco citoplasmatico, bem como de organelas seguido pela ruptura
da membrana plasmadtica e, consequente, extravasamento do conteudo intracelular para o
espago extracelular. O extravasamento do contetido intracelular ¢ responséavel por
desencadear o recrutamento imune. Um dos processos inflamatorios caracteristicos de
morte litica ¢ a translocagdo da proteina de alta mobilidade HMGB1 do nucleo para o
citoplasma e sua posterior liberagdo para o meio extra celular (ROVERE-QUERINI et
al., 2004; FINK; COOKSON, 2005). Esse perfil de morte é frequentemente observado
em condi¢des de insulto celular ou tecidual como choque osmético, estresse mecanico,

processos de congelamento e descongelamento, altas temperaturas, hipdxia e altas

concentragdes de peroxido de hidrogénio (BERGHE et al., 2013).

No entanto, sabe-se hoje que mortes liticas podem ser performadas de forma
finamente controlada como a morte piroptdtica. A piroptose pertence a classe de mortes
programadas altamente inflamatérias e tem ganhado grande destaque dentro do contexto
tumoral. Atualmente, as estratégias terapéuticas visam ndo apenas a indu¢do da morte de
células tumorais por terapias convencionais, mas também o recrutamento de células
imunes para reconhecimento e eliminacdo dessas células. Dessa forma, pode ser
estabelecido também um controle interno efetivo para reconhecimento de células

remanescentes e, a longo prazo, o controle de possiveis rescindéncias (TAN et al., 2021).
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A piroptose pertence a classe de mortes programadas de carater litico e, por
consequéncia, altamente inflamatorio (fig.3) (GALLUZZI et al., 2018). Quanto aos
aspectos morfoldgicos que caracterizam esse processo, compartilha-se com a apoptose
alguns aspectos como a condensac¢do da cromatina e formagao de bolhas membranares.
No entanto, difere-se em aspectos como o inchago celular e a caracteristica formagao de
poros na membrana responsavel pela secrecao de citocinas pro-inflamatorias como IL-18

e IL-1p.

Atualmente sdo descritas duas vias de ativagdo da piroptose: a candnica e a nao
canodnica. A via canonica ¢ induzida quando hé o reconhecimento de padrdes moleculares
associados ao dano (DAMPS) enddgenos, padrdoes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) exdgenos por proteinas sensoras intracelulares, isto ¢é, receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs). A familia de PRR é composta por receptores do tipo Toll
(TLRs), receptores do tipo NOD (NLR) e receptor do tipo ausente em melanoma (AIM)
(FANG et al., 2020; TAN et al., 2021). A ativacdo dos receptores promove uma
sinalizacdo para a montagem do complexo multiproteico denominado inflamassoma,
sendo o melhor descrito o NLRP3. Quando ativo, o receptor NLRP3 realiza o
recrutamento da proteina adaptadora ASC e da enzima inativa pro-caspase 1. A pro-
caspase 1, entdo, realiza a sua autoclivagem passando a assumir a sua conformagao ativa,
a agora caspase 1. A caspase 1 é responsavel pela clivagem da proteina Gasdermina D
(GSDMD) que quando clivada expde a sua por¢ao N-terminal. Essa por¢ao interage com
cardiolipinas e fosfatidilinositideos da face interna da membrana plasmatica,
oligomerizando-se e formando poros ndo seletivos de aproximadamente 15 nandmetros
de didametro. Além da clivagem da GSDMD, a caspase 1 também realiza a clivagem das
citocinas inflamatorias pro-IL-1B e pro-IL-18 em sua conformagdo ativa: IL-10, IL-18
que sdo secretadas através dos poros promovendo inflamacao. Para mais, ha também a
secre¢ao da enzima lactato desidrogenase (LDH) que também est4 associada ao processo

inflamatorio (TAN et al., 2021).

Em humanos, A via ndo candnica ¢ iniciada pela ativagdo das caspases 4 ¢ 5. A
ativacdo dessa via ¢é desencadeada através do reconhecimento intracelular de
lipopolissacarideos de membrana (LPS) de bactérias gram negativas pelas caspases na
sua forma inativa. Apds o reconhecimento, ha a interacdo direta entre o dominio CARD

das pro-caspases 4 ¢ 5 e o lipideo A do LPS. Em seguida, com a montagem do
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inflamassoma e a autoclivagem das caspases em sua forma ativa, ha a clivagem e
oligomerizacdo da GSDMD, bem como a maturacdo e secrecao das citocinas IL-1p, IL-

18 e secre¢ao de LDH (DOWNS et al., 2020).

O papel da piroptose no cancer ¢ dual podendo ser associado a um perfil pré ou
anti- tumoral a depender do tipo e particularidades do tumor. Em patologias géstricas,
essa morte pode ser desencadeada em resposta a infec¢do por H. pylori e em resposta a
quimioterapia (ZHANG et al., 2021). Especificamente em canceres gastricos, foi
observada uma diminui¢do da expressdo de proteina GSDMD em comparagdo as células
ndo cancerosas. Como resultado dessa modulagdo, foi observado a ativacdo de vias e
proteinas associadas ao ciclo celular que promoveram o aceleramento da transi¢ao da fase
S para G2 nessas células, estando associada a sua alta proliferacio (WANG et al., 2018).
Para além disso, Shao e colaboradores apresentaram um possivel novo método
prognostico de canceres gastricos baseado na expressao de gene reguladores relacionados
a piroptose, demonstrando a relevancia desse perfil de morte no campo terapéutico anti-

neoplasico (ZHANG et al., 2021).

A melatonina tem emergido como um promissor coadjuvante terapéutico anti-
tumoral, demonstrando exercer fungdes oncostaticas e anti-angiogénica em diversas
linhagens tumorais. Além disso, uma importante fungao da melatonina ¢ seu papel sobre
a modulacdo da morte celular, sendo uma importante indutora de apoptose. Em paralelo,
a literatura tem apresentado diversas evidéncias de que a melatonina ¢ capaz de modular
a piroptose em diversos tipos celulares ndo tumorais, entretanto, pouco se sabe sobre o
papel da melatonina sobre a modulag@o da piroptose em células tumorais. Tendo isto em
vista, o objetivo do presente trabalho ¢ avaliar o papel da melatonina na modula¢ao dos
parametros carcinogénicos, bem como indugdo dos diferentes perfis de morte de células

de cancer gastrico AGS.
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2. Justificativa

Em 2021, a agéncia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA) regulamentou o uso
da melatonina e de suplementos alimentares contendo esta substancia em concentracao
maxima de 0,21 mg por dia. Os produtos destinam-se exclusivamente para individuos
com idade igual ou superior a 19 anos, conforme a instru¢do normativa IN 28/2018
(ANVISA, 2018). No entanto, observa-se crescente comercializagdo de produtos em
doses quase 50 vezes superiores ao regulamentado. No mercado digital, é possivel
encontrar a comercializagdo da melatonina como agente terapéutico em concentragdes
entre 1 e 10 mg estimulando a pratica do uso indiscriminado do “hormonio do sono” sem

prescricao médica.

As propriedades pleiotropicas da melatonina conferem a esse hormoénio alta
capacidade modulatoria que excedem a regulagdo do sono como imunomodulagdo,
regulacdo do balango energético, tolerancia glicémica, habilidades motoras intestinais,
perfil inflamatorio entre outros. O uso indiscriminado da melatonina burla avaliagdes de
satde, bem como patologias, que podem sofrer com as iniumeras alteragdes mediadas pela
dosagem inespecifica e exponencialmente maior que as concentragdes fisioldgicas do

hormodnio (ANVISA, 2022).

No contexto tumoral, a melatonina tem sido amplamente investigada como adjuvante
terapéutico associado ao um papel oncostatico, intensificador da efetividade, bem como
atenuador da citotoxidade de quimioterapicos (MA et al., 2016). Contudo, pouco se sabe
a respeito da acdo da melatonina especificamente sobre pardmetros celulares e inducao
de morte de células de cancer gastrico. Este trabalho visou analisar o papel da melatonina
na modulacdo de parametros carcinogénicos de células de cancer gastrico humano AGS,
bem como identificar e caracterizar se héd a ocorréncia de morte piroptotica mediada pelo

estimulo com melatonina in vitro.
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3. Objetivo Geral

Avaliar o papel da melatonina na modulacdo de parametros carcinogénicos de células de
cancer gastrico humano AGS, bem como na indu¢ao de morte celular por piroptose in
vitro.

3.1 Objetivos especificos

3.1.1 Avaliar a citotoxicidade da melatonina sobre a viabilidade mitocondrial de células
de cancer gastrico AGS;

3.1.2 Analisar o papel da melatonina na proliferacdo e progressao do ciclo celular de
células de cancer gastrico AGS;

3.1.3 Avaliar o papel da melatonina na fragmentagdo nuclear induzida pela melatonina
em células de cancer gastrico AGS;

3.1.4 Analisar o papel da melatonina na modulag@o de biogénese de corpusculos lipidicos
em células de cancer gastrico AGS;

3.1.5 Analisar o papel da melatonina na modula¢do da producao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) em células de cancer gastrico AGS;

3.1.6 Avaliar o papel da melatonina na respiracdo celular de células de cancer gastrico
AGS;

3.1.7 Avaliar o papel da melatonina na secre¢ao de citocinas inflamatérias em células de
cancer gastrico AGS;

3.1.8 Analisar dindmica e fungdo mitocondrial em células de cancer gastrico AGS apds
estimulo com melatonina;

3.1.9 Analisar e caracterizar o perfil de morte induzida pela melatonina em células de
cancer gastrico AGS;

3.1.10 Avaliar o papel da melatonina na liberacao da enzima lactato desidrogenase (LDH)
pelas células de cancer gastrico AGS;

3.1.11 Analisar o papel da melatonina na expressdo pro-caspase-1 e de gasdermina D;

3.1.12 Avaliar o papel da melatonina na modulagdo da formagao de poros membranar em
células de cancer gastrico AGS;
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4. Materiais e Métodos

4.1 Cultivo e estimulo celular

4.1.1 Cultivo celular

AGS: Linhagem celular de adenocarcinoma gastrico humano extraido em 1979 de
paciente feminina, caucasiana, de 54 anos de idade (ATCC AGS). As células foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina, adquiridos pela Sigma

Aldrich, e mantidas em estufa a 370C e 5% de CO2.

4.1.2 Estimulo

Para as andlises comparativas dos experimentos foram utilizadas as seguintes condicdes:

Células AGS cultivadas apenas com meio de cultura suplementado, denominada UNS,
foram mantidas pelo periodo de 24, 48 e/ou 72 horas em incubacdo na estufa a 370C e

5% de CO2.

Células AGS estimuladas com as diferentes concentragdes de melatonina: 0.625, 1.25,

2.5, 3.75 e 5mM adicionadas ao meio de cultura suplementado.

As células AGS estimuladas foram expostas a melatonina através da adicao da solugdo
de melatonina, na concentragdo estoque de 500mM disperso em etanol puro no meio de
cultura DMEM. A concentragdo estoque final foi determinada a fim de se obter uma
concentragdo final de veiculo, igual ou inferior a 2% do volume final do meio de cultura,
que seja incapaz de promover efeitos citotoxicos a célula. Para melhor solubilizagdo da
melatonina em etanol foi realizado a sonicagdo da solu¢do de melatonina em etanol por 5
min em temperatura ambiente. Apds o processo de sonicagem, foi adicionado os
respectivos volumes a fim de se obter as concentracdes finais de 0.625, 1.25,2.5,3.75 ¢
S5mM e as células estimuladas foram mantidas pelo periodo de 24, 48 e/ou 72 horas em

incubagao na estufa a 370C e 5% de CO2.
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4.2. Ensaio de viabilidade mitocondrial por MTT

As células AGS foram plaqueadas em placas de 96 pogo (n=5) com densidade celular de

1x10% células por poco. Apds 24, 48 e 72 horas de estimulo com melatonina nas
concentragdes de 0.625, 1.25, 2.5, 3.75 ¢ 5SmM, a viabilidade mitocondrial foi avaliada
através do ensaio de MTT. Este é um ensaio colorimétrico que consiste na analise de
citotoxicidade baseada na capacidade de enzima oxidorredutases dependentes de NADPH
mitocondriais realizarem a redu¢do do MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolio brometo) em cristais de formazan que apresentam uma coloracio
arroxeada. O sobrenadante celular foi descartado e em seguida foi adicionado o MTT
(Thermo Fisher 5mg/mL) na concentracdo final de 10% em meio DMEM sem SFB. As
células com a solu¢do de 10% de MTT foram incubadas em estufa a 37C ¢ 5% de CO?

por 1h e 30 min. Finalizado o tempo de incubacgao, a solu¢do de MTT foi descartada e foi
adicionado 100uL de DMSO para dissolugdo dos cristais de Formazam. A leitura foi
realizada utilizando o espectrofotometro Spectramax M3 a 570nM. A analise de dados
foi realizada através do software GraphPad Prism, utilizando a média do valor da
absorbancia das células nao estimuladas (UNS) como 100% de viabilidade ¢ as
porcentagens das demais condi¢des sao obtidas individualmente em proporcao a essa
média. Para controle experimental foi utilizado o agente citotéxico Dimetilsulfoxido

(DMSO).
4.3 Analise da proliferacao por CFSE

As células AGS foram plaqueadas em placas de 24 pogo (n=3) com densidade celular de

1x10° células por poco. Anteriormente aos estimulos, as células foram marcadas com a
sonda CFSE (Thermo Fisher), na concentracdo de SuM em meio sem SFB e incubadas
por 15min a temperatura ambiente. Apods incubacao, foi feita a etapa de bloqueio por Smin
com SFB puro, seguida de uma lavagem com PBS. Os estimulos com melatonina foram
realizados na concentragdo de 0.625, 2.5 e SmM pelo periodo de 24, 48 ¢ 72 horas. O
CFSE ¢ uma sonda que ap0s interagir com a aminas biogénicas emite fluorescéncia. No
entanto, ao passo que célula entra em processo de divisdo celular, a fluorescéncia ¢
proporcionalmente dividida com as células filhas de modo que uma menor fluorescéncia
¢ um indicativo de maior proliferacdo. Apos o tempo de estimulo as células foram

coletadas e ressuspendidas em PBS. A leitura das células foi realizada por citometria de
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fluxo (BD FASCCalibur) em canal FL-1. Foram analisados 1x10* eventos. Os dados
obtidos analisados pelo software FlowJo V10 (Tree Star Inc).

4.4 Analise do ciclo celular por Iodeto de propidio

As células AGS foram plaqueadas em placas de 12 pogo (n=5) com densidade celular de

5x10° células por poco. Apds 24, 48 e 72 horas de estimulo com melatonina nas
concentragdes de 0.625, 2.5 e SmM as células foram desaderidas ¢ fixadas com etanol
70% (v/v) por 2 horas. Em seguida, as mesmas foram suspensas em 50ul de solugdo de
PI, composta de: 0.1% de citrato de sodio (v/v), 0.1% Triton-X (v/v), 20ug/ml de PI,
50ug/ml de RNAse, diluidos em PBS. Apos incubagdo de 30min a temperatura ambiente,
as amostras foras ressuspendidas em PBS. A leitura das células foi realizada por
citometria de fluxo (BD FASCCalibur). Foram analisados 5x10* eventos. Os dados

obtidos analisados pelo software FlowJo.
4.5 Analise da fragmentacio nuclear por PI

As células AGS foram plaqueadas em placas de 12 pogo (n=5) com densidade celular de

5x10° células por poco. Apds 24, 48 e 72 horas de estimulo com melatonina nas
concentragdes de 0.625, 2.5 e SmM as células foram desaderidas ¢ fixadas com etanol
70% (v/v) por 2 horas. Em seguida, as mesmas foram suspensas em 50ul de solugdo de
PI, composta de: 0.1% de citrato de sodio (v/v), 0.1% Triton-X (v/v), 20ug/ml de PI,
50ug/ml de RNAse, diluidos em PBS. Apos incubagdo de 30min a temperatura ambiente,
as amostras foras ressuspendidas em PBS. A leitura das células foi realizada por
citometria de fluxo (BD FASCCalibur). Foram analisados 5x10* eventos. Os dados

obtidos analisados pelo software FlowJo.
4.6 Biogénese de corpusculo lipidico por Bodipy

As células AGS foram plaqueadas em placas de 24 pogos (n=3), com densidade celular

de 1x10° células por poco. Apds estimulo com a melatonina por 24 e 48 horas nas
concentragdes de 2.5 e SmM, as células foram marcadas através da sonda lipofilica
fluorescente Bodipy 493/503 (Life Techonologies) que se liga a lipideos neutros
presentes nos corpusculos lipidicos (CLs). A sonda foi diluida em PBS na proporgao de

1:5000 e as células permaneceram incubando com a sonda por 30 min a 4C para
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marcacdo. ApoOs a incubacdo as células foram lavadas com PBS duas vezes e
posteriormente ressuspendidas em 400 pL de paraformaldeido 1X para fixagdo. A leitura
da marcagdo celular foi realizada por citometria de fluxo (BD FASCCalibur) em canal
FL-1. Foram analisados 1x10* eventos. Os dados obtidos analisados pelo software

FlowJo V10 (Tree Star Inc).
4.7 Analise de espécies reativas intracelulares

Analise cinética: As células AGS foram plaqueadas em placa de 96 pogos com bordas
laterais preta (n=5), com densidade de 1x10* de células por pogo. As células foram
marcadas com DCF-DA na concentragdo de 4uM por 45 min e em seguidas lavadas 2x
com PBS e estimuladas com melatonina nas concentragdes de 2.5, SmM. O perdxido de
hidrogénio na concentragdo de 600uM foi utilizado como controle positivo. Em seguida,
a placa foi colocada para leitura por 6 horas no espectrofotometro SpectraMax M3 nos

comprimentos de 485 nm de excitacdo e de 535 nm de emissao.

Analise pontual: As células AGS foram plaqueadas em placas de 24 pocos (n=3), com

densidade celular de 1x10° células por pogo. Apds estimulo com a melatonina por 24
horas nas concentragdes de 2.5 e SmM, as células foram desaderidas e marcadas por
30min com a sonda DCF-DA (Sigma-Aldrich), na concentragdo de 4uM. Apds a
marcacao, as células foram lavadas com PBS e ressuspendidas em PBS para leitura. A
leitura da marcacao celular foi realizada por espectrofotometria para a analise cinética e
citometria de fluxo (BD FASCCalibur) para a analise pontual. Foram analisados 1x10*

eventos. Os dados obtidos analisados pelo software FlowJo
4.9 Dosagem de Glutationa

As células AGS foram plaqueadas em placas de 6 pocos (n=3), com densidade celular de

1x100 células por poco. Apds estimulo com a melatonina por 24 horas na concentracao
de de 2.5, as células foram congeladas a -80°C. As amostras de células AGS congeladas
foram descongeladas no gelo e lisadas em 10% (p/v) de acido tricloroacético (TCA) e
0,1% Triton X-100. A lise foi realizada através de 3 ciclos de: 30 segundos de vortex; 1
minuto em banho ultrassonico gelado; congelando a -80 ° C e descongelando no gelo.
Entdo, o lisado era centrifugado a 10.000 x g por 15 min a 4 © C. O pellet de proteinas foi

armazenado para proteinas quantificagdo, enquanto o sobrenadante foi coletado, colocado
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em gelo e imediatamente usado para a determinagao da glutationa total (TGSH = GSH +
GSSG) e a glutationa dissulfeto (GSSG). Os niveis foram determinados usando o método
de reciclagem enzimatica (Tietze, 1969) adaptado para microplacas (Rahman et al. 2006).
Para medi¢ao de TGSH, 5 ul de sobrenadante foram adicionados a um meio de reagdo
contendo tampao fosfato de potassio de 125 mm (pH 7,2), 0,5 u/ml Glutationa redutase
(GR), 0,2 mm 5,5 &#39; -dithio-bis- (4cido 2-nitrobenzoico) (DTNB) e 0,25 mm
NADPH em triplicado. Em seguida, a absorbancia a 412 nm foi monitorada por 90
segundos. Para medi¢do de GSSG, 15 pl de sobrenadante foram neutralizados com 45 pl
de potassio 0,5 m tampao fosfato (pH 7,4) antes da derivatizacdo com 25 mM de 2-
vinilpiridina por 1 hora. Depois da incubagdo, o sobrenadante neutralizado foi misturado
com um meio de reagdo contendo 125mm tampao de fosfato de potassio (pH 7,2), 1,4
U/ml GR, 0,5 mm DTNB e 0,25 mm NADPH em triplicado. Em seguida, a absorbancia
a 412 nm foi monitorada por 90 s. As taxas de mudanga na absorbancia a 412 nm (412
/min) das amostras foi comparada a de Curvas padrao construidas com GSH (0,25-4 pm)
¢ GSSG (10-320 nm) para TGSH e GSSG medigao, respectivamente. Para medir os niveis
de proteina nos lisados e normalizar os niveis de glutationa, 80 ul de NaOH 100 mM
foram adicionados ao sedimento de proteinas e misturado até solubilizagdo completa.
Entdo, os niveis de proteina foram determinados usando coomassie brilhante azul g
usando o ensaio de Bradford (Bradford, 1976) com Modificacdes (Ernst e Zor, 2010). A
albumina de soro bovino diluida em 100 mm de NaOH foi usado como padrio de

proteina.
4.8 Respirometria de Alta resolucgao

As células AGS foram plaqueadas em placas de 6 pocos (n=6), com densidade celular de

1x100 células por poco. Ap6s 24 horas de estimulo com melatonina nas concentragdes de
2.5 e SmM as células foram suspensas em um total de 2.2 ml de DMEM sem SFB. A taxa
de consumo de oxigénio (OCR) foi avaliada usando um respirometro de alta resolucao
(OROBOROS Oxygraph-2k), a 370C, em agitacdo continua a 750rpm. Ao longo da
corrida os seguintes inibidores da cadeia transportadora de elétrons (CTE) foram
adicionados: o inibidor da ATP sintase oligomicina (OMY)) na concentracdo de 1.25 uM,
o desacoplador da CTE CCCP em pulsos de 100nM e o inibidor do complexo III
Antimicina A na concentracgao de 2.5 uM. Frente aos estimulos, foi analisado o consumo

de oxigénio residual (ROX).
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4.9 Deteccio de mitocondrias por microscopia confocal

As células AGS foram plaqueadas em placas de 24 pocos (n=2), contendo laminula para

microscopia, em uma densidade celular de 5x10% células por pogo. Apos 48 horas de
estimulo com melatonina nas concentragdes de 2.5 ¢ SmM, as mitocondrias das células
viaveis foram marcadas, por 45 minutos a 370C, com a sonda MitoTracker Red CMXRos
(Thermo Fisher), na concentragdo de 100nM, diluida em meio sem SFB. Apds a
marcacao, as células foram lavadas 3x com PBS e fixadas com formalina 3.7% por 15
minutos. Posteriormente, as células tiveram seu nicleo marcado marcadas com a sonda
DAPI, diluida em PBS (1:1000), incubadas a temperatura ambiente por 5 minutos e
lavadas com PBS apo6s a marcagdo. As amostras foram analisadas pelo microscopio de
fluorescéncia Confocal Image System (Leica Microsystem) e a quantificacdo da

intensidade de fluorescéncia feita através do software Imagel.
4.10 Analise do perfil inflamatorio por ELISA

A dosagem das citocinas foi realizada com sobrenadantes obtidos do cultivo de células
AGS estimuladas com melatonina na concentragdo de 2.5 e SmM pelo periodo de 24 e 48
horas. A secrecdo das citocinas IL-1p, TNF-a, IL-6 e do fator de crescimento VEGF foi
realizada através da técnica de ELISA utilizado os kits comerciais da BD Biosciences ¢
R&D sytems, seguindo as especificacdes dos protocolos disponibilizados pelo fabricante.
A leitura foi realizada através do espectrofotometro SpectraMax M3 (Molecular Devices)
a450nM. As concentragdes das citocinas foram calculadas com base nas suas respectivas

curvas padrdo e os valores absolutos foram plotados em pg/ml.
4.11 Analise dos perfis de morte celular por Anexina-PI

As células AGS foram plaqueadas em placas de 24 pogo (n=3) com densidade celular de

1x10° células por poco. Apds 24, 48 e 72 horas de estimulo com melatonina nas
concentragdes de 0.625, 2.5 e SmM os perfis de morte foram caracterizados através da
marcacdo com as sondas Anexina-V FITC (BD Bioscience) e Iodeto de Propidio na
concentragdo de 50pg/mL (PI- Sigma-Aldrich). A caracterizagdo ocorre através da
interagdo da Anexina V com o fosfolipideo fosfatidilserina, o qual é apresentado na face
externa em membranas de células apoptéticas. O lodeto de propideo, por sua vez, ¢ uma

sonda impermeavel a membranas celulares que fluoresce a partir da interagdo com acidos
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nucléicos. A sua fluorescéncia indica perda da integridade de membrana plasmatica sendo
indicativo de morte litica. Apds tratamento, as células foram lavadas com tampao fosfato-
salino (PBS) uma vez, coletadas através do uso de Tripsina/EDTA e transferidas para
tubos falcons onde receberam a marcagdo com a adi¢ao de 100ul de tampao de ligacao 1
X (10 mM de HEPES/NaOH pH 7,4 140 mM de NaCl e 2,5 mM de CaCl2), 2 uL de
Anexina V-FITC (quatroG) e 2 puL. de iodeto de propideo (quatroG) por 15 min a
temperatura ambiente ao abrigo de luz. Apds incubagdo, as amostras foram lavadas uma
vez com PBS e ressuspendidas em Binding Buffer. A leitura foi realizada por citometria
de fluxo (BD FASCCalibur) utilizando os canais FL-1 e FL-3. Foram analisados 1x10*
eventos. Os dados obtidos analisados pelo software FlowJo V10 (Tree Star Inc). Como

controle experimental foram usadas células aquecidas a 100 °C por 10 minutos
4.12 Dosagem da liberacio da enzima Lactato Desidrogenase (LDH)

A dosagem da liberagdo de LDH foi realizada com sobrenadantes frescos obtidos do
cultivo de células AGS estimuladas com melatonina na concentragao de 2.5 e SmM pelo
periodo de 24, 48 e 72 horas. Foi utilizado o kit comercial Invitrogen e a execucao do
ensaio foi realizado segundo as especificagdes do protocolo disponibilizado pelo
fabricante. A leitura foi realizada através do espectrofotometro SpectraMax M3

(Molecular Devices) a 490nM.

4.13 Analise da expressao de proteinas Pro-Casapase 1 e Gasdermina D por Western

Blotting

As células AGS foram plaqueadas em placas de 6 pogos (n=1) com densidade celular de

1x10° células por pogo. Apdés 24 e 48 horas de estimulo com melatonina nas
concentragdes de 2.5 e SmM as células foras lavadas uma vez com PBS 1x e as proteinas
foram extraidas utilizando tampao de lise celular (Tris-HCL 50mM, NaCl 150mM,
EDTA 5mM e Triton X-100 1%- pH 7.4, acrescido de inibidor de protease) e auxilio de
raspador de células. Apds a desaderéncia e transferéncia para um eppendorf, as células
foram centrifugadas a 17000 g por 15 minutos para o processo de clarificacio. Em

seguida o sobrenadante foi coletado e submetido a quantificacao.

A quantifacagdo de proteinas foi realizada através do método BCA (PierceTM BCA

Protein Assay Kit). 50 pg de proteina total foram expostos a solugdo precipitadora
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(Cloroférmio 1:4 metanol), intensamente agitados, centrifugadas a 10000 G por 10
minutos a 4C. Apoés a centrifugacdo, a solugdo precipitadora foi descartada e adicionado
a mesma quantidade de metanol anteriormente acrescido. As proteinas foram submetidas
a uma nova centrifugacdo a 10000 G por 10 minutos a 4C, o metanol foi descartado e as
proteinas precipitadas foram colocadas em estufa para completa secagem do liquido

remanescente.

As proteinas precipitadas foram ressuspendidas em tampao de amostra 1X (Tris 125mM,
20 % glicerol, 5 % 2- mercaptoetanol, 4 % de SDS e 0,004 % azul de bromofenol),
fervidas por 5 minutos a 100 °C e logo em seguida aplicadas em géis de poliacrilamida
com concentracao de 12 %. As amostras correram em tampao Tris-Glicina (Tris 25mM,
Glicina 192mM, 1% SDS — pH 8,3) a 120 V por 2 horas a temperatura ambiente. Apos a
corrida, o gel foi transferido para membrana de nitrocelulose utilizando sistema semi-dry
em tampao de transferéncia (Tris 25mM, Glicina 192mM, 20 % metanol — pH 8,3) por
15 minutos a 15 V. A seguir, as membranas foram bloqueadas por 1 horas utilizando
solugdo de bloqueio (5 % leite desnatado em 50mM Tris, 150mM NaCl — pH 7,4, 0.05%
Tween 20). As membranas foram incubadas com anticorpo primdrio anti-Bax (B3428 —
Sigma Aldrich) diluido 1/500 em solugao de TBS (50 mM Tris, 150mM NaCl — pH 7,4)
overnight em agitacdo a 4 °C. Em seguida as membranas foram lavadas em solugdo
TBS/T (50mM Tris, 150mM NaCl — pH 7,4, 0.05% (v/v) Tween 20) por trés vezes em

agitacdo de 5 minutos entre cada lavagem a 4

°C, e entdo foram incubadas com anticorpo anti-rabbit (GE Healthcare) diluido 1/10000
em solu¢ao TBS por 1 hora a 4 °C. Apos novas lavagens, as membranas foram incubadas

com proporg¢des iguais de solugdo para revelagdo.

A obtengdo de imagens foi realizada através do software ImageQuant e a andlise da
densitometria das bandas relativas as proteinas Pro caspase Caspase 1, Gasdermina D e
foi realizada com normalizacdo para bandas de B actina (A3854, Sigma Aldrich). A

quantificagdo relativa de bandas realizada através do software ImageJ.
4.14 Ensaio de formacao de poros na membrana plasmatica

As células AGS foram plaqueadas em placas de 96 pogo (n=5) com densidade celular de

1x10% células por pogo. Para a avaliacdo da formacao de poros mediada por LPS/ATP,
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as células AGS foram estimuladas com lipopolissacarideo (LPS) na concentracdo de
10pug/mL por 24 horas e posteriormente com ATP na concentragdo de SmM por 45
minutos. Apds estimulo, entdo foram expostas ao [odeto de propideo (PI) na concentragdo
de 6 ug/mL. Para avaliacdo do papel da melatonina na modulagdo da formacao de poros
induzida por LPS/ATP foram analisadas 3 condigdes: pré-tratamento, co-tratamento e
pos-tratamento com melatonina apods o estimulo anterior. O pré tratamento foi realizado
através do estimulo prévio com melatonina nas concentragdes de 2.5 ¢ SmM por 1 hora
antes do estimulo com LPS/ATP, sendo retirada antes da introdu¢ao dos novos estimulos.
O co-tratamento foi realizado através da presenca da melatonina nas concentragdes de 2.5
e SmM durante o estimulo com LPS/ATP e retirada dos estimulos anteriormente a
exposicao ao PI. Por fim, o pos-tratamento foi realizado apos estimulo e retirada do
LPS/ATP, na qual foi preparada uma solu¢do de melatonina com PI em que as células
ficaram em exposi¢ao continua a melatonina até o fim do experimento. Para todas as
analises, apds exposicdo ao PI, as células foram imediatamente lidas no
espectrofotometro Spectramax por 8 horas em intervalos de 20 minutos entre as leituras.
A fluorescéncia foi analisada utilizando os comprimentos de onda de excitacdo de 538
nm e de 617 nm de emissdo. Os dados obtidos foram analisados utilizando o software

GraphPad Prism.

4.15 Analise estatistica e confeccio de graficos

Para analises estatisticas foram realizados teste de normalidade para andlise da
distribuicdo normal das amostras através do teste Shapiro-Wilk. Para dados com
distribuicdo normal, ou seja, paramétricos foi utilizado o teste one-way ANOVA e o pds-
teste de Tukey. Para os testes que ndo apresentam distribuicdo normal, ndo paramétricos,

foram utilizados o teste Kruskal-Wallis e o pos-teste de Dunn.

As analises estatisticas e os graficos foram realizados através GraphPad Prism 8.0.
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5. Resultados

5.1 A melatonina reduziu a viabilidade celular mitocondrial de células de cAncer
gastrico AGS

A melatonina é tem ganhado destaque pela sua capacidade de modulacdo dos
paramétros carcinogénicos e por consequéncia atuacdo anti-neopldsica em diversas
linhagens de tumores. Com o proposito avaliar a citotoxicidade das diferentes
concentragdes de melatonina, bem como definir as melhores concentragdes e tempo de
estimulo das células AGS foram executados os ensaios de viabilidade mitocondrial. Para
o ensaio de viabilidade foi definido uma curva de concentracdo que abrangeu as
concentragdes de 0.625, 1.25, 2.5, 3.75 e SmM sob os tempos de estimulo de 24, 48 ¢ 72
horas. Foi observado que no tempo de 24 horas apenas as concentragdes acima de 2.5mM
foram capazes de reduzir a viabilidade das células AGS, enquanto paras os tempos de 48
e 72 horas todas as concentragdes promoveram reducgdo da viabilidade celular, bem como
houve uma intensificagdo da redugdo de viabilidade para as concentragdes acima de

2.5mM.
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Figura 4.Melatonina reduz a viabilidade mitocondrial de células de cincer de gastrico AGS. As
c¢lulas foram plaqueadas e estimuladas com melatonina nas concentragdes de 0,625mM, 1.25mM, 2.5mM,
3.75 MM e SmM nos tempos de 24, 48 ¢ 72 horas. Apoés os estimulos, as células foram expostas ao MTT
e a citotoxicidade foi calculada a partir das médias dos percentuais de células vivas em relago as células
ndo-estimuladas (UNS), a quais foram consideradas 100 % vivas. Cada barra representa a média do
percentual + DP (n=5), e um asterisco (*), dois asteriscos (**) e trés asteriscos (***) representam a
diferenca estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001 respectivamente) em compara¢ao ao nao
estimulado (UNS) indicado por One-way ANOVA e pos teste de Tukey.

5.2 A melatonina reduziu a proliferacio celular de células de cancer gastrico

Subsequente ao ensaio de viabilidade celular mitocondrial, foi analisado se a
melatonina seria capaz de inibir a proliferagao celular das células de cancer gastrico AGS.
Para tal, foi utilizada a sonda fluorescente permeavel a membrana CFSE. No citoplasma,
o CFSE se liga a aminas biogénicas, emitindo fluorescéncia, de modo que a divisdo
celular promove também a divisdo da fluorescéncia, sendo assim, a maior intensidade de
fluorescéncia inversamente proporcional a proliferacdo. A partir desse ensaio, a curva de
doses foi restringida em trés concentragdes que promoveram baixa, média e uma intensa
modulagdo da viabilidade mitocondrial, sendo elas 0.625, 2.5 ¢ 5mM
respectivamente. Foi observado que para o tempo de 24 horas, todas as concentragdes
de melatonina reduziram a proliferacdo celular em comparagdo as células nao
estimuladas. As células estimuladas com a concentracdo de 2.5mM apresentaram
diferengas significativas em comparagdo as células estimuladas com a concentracio de
SmM. Em 24 horas de estimulo foi observado um aumento da proliferacdo das células
estimuladas com a concentracdo de SmM em comparacdo as células estimuladas com

2.5mM. Contudo, em 48 e 72 horas, observou-se um efeito antagénico, em que hd uma
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dréstica reducgdo da proliferagcdo de células estimuladas com a concentragdo de SmM em

comparagdo as células estimuladas com 2.5mM.
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Figura 5. Melatonina reduz a capacidade proliferativa das células AGS. As células AGS foram
plaqueadas e estimuladas com melatonina nas concentragdes de 0.625, 2.5 e SmM nos tempos de 24, 48 e
72 horas. Antes dos estimulos, as células foram marcadas com CFSE (FL-1) e analisadas em citometro
FACS Verse. Cada barra representa a média do percentual = DP (n=3), ¢ um asterisco (*), dois asteriscos
(**) e trés asteriscos representam a diferenca estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001,
respectivamente) indicado por One-Way ANOVA e pos teste de Tukey. Os asteriscos acima do desvio
padrdo indicam comparagdo com a condigdo UNS, enquanto as comparagdes entre condi¢des estimuladas
cm as concentracdes de 2.5 ¢ SmM de melatonina s3o representadas pelos asteriscos acima das linhas
conectoras acima das condigdes.

5.3 A melatonina aumentou o aprisionamento de células de cancer gastrico na fase
G1

Apos a andlise de proliferagdo celular, objetivou-se a investigagdo de quais fases
do ciclo celular poderiam estar sendo modulados pelas diferentes concentracdes de
melatonina. O ciclo celular foi analisado através da marcagao com a intercalante de DNA
iodeto de propideo (PI). Foi observado que no tempo de 24 horas, a melatonina na
concentragdo de SmM foi capaz de modular o ciclo celular no tempo de 24 horas
promovendo o aumento, em cerca de 20%, de células na fase Gl e reduzindo a
porcentagem de células, em aproximadamente 17%, na fase S em comparagao as células
ndo estimuladas. Apos 48 horas de estimulo, foi observado um aumento de 13% de células
em fase G1 quando estimuladas na concentragdo de 2.5mM em paralelo a uma reducao
de 30% de células em fase G2/M em comparag¢ao as células ndo estimuladas. Seguindo a
mesma tendéncia, foi observado que no tempo de 72 horas de estimulo, a melatonina na
concentragdo de 2.5mM foi capaz de aumentar a porcentagem de células na fase G1, cerca

de 14%, e reduzir a porcentagem de células na fase G2/M, em cerca de 20%, em
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comparacgdo as células ndo estimuladas. Nao houveram células suficientes da condicao
estimuladas com a concentragdo de SmM de melatonina para a caracterizagdo das fases
do ciclo celular para os tempos de 48 e 72 horas. A concentragdo de 0.625mM nao foi
capaz de promover nenhuma modulacdo das fases do ciclo celular em células AGS em

nenhum dos tempos investigados em comparacao as cé¢lulas ndo estimuladas.
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Figura 6. Melatonina aumentou o aprisionamento de células de cincer gastrico na fase G1. As células
AGS foram plaqueadas e estimuladas com melatonina nas concentra¢des de 0.625mM, 2.5mM e SmM por 24, 48 ¢
72 horas. Apos os estimulos, as células foram marcadas com lodeto de propideo (FL-2) e analisadas em citdmetro
FACS Verse. Cada barra representa a média do percentual = DP (n=4), e um asterisco (*), dois asteriscos (**) e trés
asteriscos (***) representam a diferenca estatistica significativa (p < 0,05, p <0,01, p <0,001, respectivamente) em
comparagdo ao ndo estimulado (UNS). Enquanto um hashtag (#), dois hashtags (##) e trés hashtags (###)
representam a diferenca estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001, respectivamente) em comparacio a
concentragdo de SmM. Ambas indicada por One Way ANOVA e pos test de Tukey.

5.4 A concentracao de SmM de melatonina promoveu o aumento da fragmentacao
nuclear em 48 e 72h

Uma vez que houve a modulacdo do ciclo celular, houve o interesse em investigar
se a melatonina poderia estar induzindo a fragmentacao nuclear das células AGS. Para
tal, foram considerados as células do experimento anterior que apresentaram uma

quantidade de DNA inferior ao de células em intérfase.

Foi observado que em 24 horas houve ndo houve inducdo de fragmentagdo
nuclear, de modo que todas as condi¢des, incluindo as células ndo
estimuladas, apresentavam cerca de 10% de células com nucleo fragmentado. No entanto,
apos 48 horas e 72 horas, € possivel observar um significativo aumento da porcentagem

de células com nucleo fragmentado de células estimuladas com a concentracdo de
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% of nuclear fragmentation

SmM. Surpreendentemente, foi observada porcentagens estatisticas semelhantes na
proporgao de células em fragmentagdo quando estimuladas na concentracdo de SmM em
comparagdo as células ndo estimuladas e estimuladas na concentragdo de 2.5mM nos dois
tempos analisado. De maneira geral, foi observado um aumento de 85% de células
fragmentadas em comparagdo as células UNS e em cerca de 75% em comparagdo a
concentragdo de 2.5mM em ambos os tempos de estimulo. Dados que corroboram com

os eventos observados no ciclo celular.
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Figura 7. Melatonina promoveu aumento de fragmentacio nuclear em células AGS. As células
AGS foram plaqueadas e estimuladas com melatonina nas concentragdes de 0.625mM, 2.5mM e SmM por
24,48 e 72 horas. Apos os estimulos, as células foram marcadas com Iodeto de propideo (FL-2) e analisadas
em citdmetro FACS Verse. Os asteriscos acima do desvio padrido indicam compara¢do com a condi¢ao
UNS, enquanto as comparacdes entre condi¢cdes estimuladas cm as concentragdes de 2.5 ¢ SmM de
melatonina sdo representadas pelos asteriscos acima das linhas conectoras acima das condigdes.

5.5 A melatonina reduziu a biogénese de corpusculos lipidicos de maneira dose e
tempo dependente

De modo a investigar o perfil de ativagdo das células, foi analisado o papel da
melatonina na biogénese de corpusculos lipidicos em células de cancer géstrico AGS nos
tempos de 24 e 48 horas de estimulo. Foi observado que as concentragdes de 2.5 ¢ SmM
foram capazes de reduzir a biogé€nese de corpusculos lipidicos em comparagao as células
ndo estimuladas nos tempos de 24 e 48 horas, indicando reducgdo da ativagdo celular. A
concentragdo de 0.625mM nao foi capaz de promover modulagdes na biogénese de
corpusculos lipidicos nos tempos investigados em comparacdo as células ndo
estimuladas. No entanto, apresentou diferenca em comparagdo as concentracdes de 2.5 e

SmM.
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Figura 8. Melatonina reduziu a biogénese de corpusculo lipidico de maneira dose e tempo
dependente. As células AGS foram plaqueadas e estimuladas por 24 e¢ 48 horas com melatonina nas
concentragdes de 0.625mM, 2.5mM e 5SmM. As células foram marcadas com a sonda lipofilica Bodipy
(FL-1) e adquirida em citometro FACS Verse. Cada barra representa a média do percentual £ DP (n=5), e
um asterisco (*), dois asteriscos (**) e trés asteriscos representam a diferenga estatistica significativa (p <
0,05, p < 0,01, p < 0,001, respectivamente) indicado por One-Way ANOVA e pds teste de Tukey. Os
asteriscos acima do desvio padrdo indicam comparagdo com a condigdo UNS, enquanto as comparagdes
entre condi¢des estimuladas cm as concentragdes de 2.5 e SmM de melatonina sdo representadas pelos
asteriscos acima das linhas conectoras acima das condigdes.

5.6 A melatonina promoveu reducio da producio de espécies reativas em tempos
iniciais e o subsequente aumento apos 24 horas de estimulo

Uma vez que a melatonina ¢ amplamente reconhecida pelo seu papel antioxidante,
consideramos de suma importancia a avaliagao da producdo de espécies reativas sob o
estimulo com a molécula. Observou-se que as células de cancer gastrico AGS estimuladas
com melatonina nas concentragdes de 2.5 e 5 mM apresentaram uma reducao
significativa de producdo de espécies reativas em comparacao as células ndo estimuladas
e entre as concentragdes de 2.5 e SmM. Enquanto as células nao estimuladas apresentaram
uma média de fluorescéncia proximo a 20 unidades arbitrarias (u.a.), as células
estimuladas com melatonina na concentragdo de 2.5mM apresentou média entorno de 10
u.a. De forma semelhante,as células estimuladas com 5 mM apresentaram média de
fluorescéncia da produgdo de espécies reativas entorno de 7 au. O peroxido de
hidrogénio (H202) foi utilizado como controle positivo e apresentou uma média de

fluorescéncia no tempo 0 de aproximadamente 20 e de 30 a.u.

Decidimos entdo avaliar se o fendmeno se manteria em um tempo mais tardio de
estimulo. Estimulamos as células por 24 horas e realizamos o mesmo ensaio de forma
pontual. Observamos que houve um aumento significativo da producdo de espécies

reativas em comparagdo as células ndo estimuladas. Demonstrando que o efeito anti-
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oxidante da melatonina ocorre em tempos iniciais, mas ndo se mantém por longos

periodos de estimulos.
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Figura 9. Melatonina promoveu reducio, em tempos iniciais, e subsequente aumento da producio de espécies
reativas nas células AGS. As células AGS foram plaqueadas, marcadas com a sonda DCF-DA e sequéncia estimuladas
por 6 horas, cinética, ou 24 horas, leitura pontual, com melatonina nas concentragdes de 2.5mM e SmM. O perdxido de
hidrogénio (H202) foi utilizado como controle positivo apenas na analise cinética. Curva cinética da produgao de espécies
reativas de oxigénio durante 6 horas de estimulo com melatonina(A), Representagéo estatistica em grafico de barras dos
tempos de 0, 3 e 6 horas de estimulo (B), Produgdo de espécies reativas de oxigénio ap6s 24 horas de estimulo (C). Os
valores de fluorescéncia (RFU) da cinética foram obtidos por espectrofotometria e a leitura pontual por citometria de fluxo
canal de fluorescéncia FL-1. Cada barra representa a média do percentual £ DP (n=5), ¢ um asterisco (*), dois asteriscos
(**) e trés asteriscos representam a diferenga estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001, respectivamente)
indicado por One-Way ANOVA e pos teste de Tukey. Os asteriscos acima do desvio padrdo indicam comparagdo com a
condi¢do UNS, enquanto as comparagdes entre condigdes estimuladas cm as concentragdes de 2.5 ¢ SmM de melatonina
sdo representadas pelos asteriscos acima das linhas conectoras acima das condigdes.
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5.7 A melatonina reduziu os niveis de glutationa total (tGSH) e reduzida (GSH) em
células de cancer gastrico AGS

Em continuidade as avaliagdes do papel antioxidante da melatonina em células de
cancer gastrico, vimos a necessidade de avaliar se poderia estar havendo modulagdo da
glutationa. A glutationa € um tripeptideo antioxidante constitutivo no organismo que pode
ser encontrada na forma reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG). A razao entres suas formas
sdo utilizadas para avaliar estados redox. Para este experimento, as células AGS foram
estimuladas com melatonina apenas na concentracdo de 2.5mM. Observamos que o
estimulo de melatonina por 24 horas promoveu redugdo da glutationa total (tGSH) e
reduzidas (GSH) em comparagdo as células ndo estimuladas. Contudo, ndo foram
observadas alteragdes nos niveis de glutationa oxidada (GSSG) e da razdo GSSG/tGSH
ndo apresentaram diferengas significativas. Hipotetizamos que a GSSG possa ter sido
exportada ao meio extracelular em um evento precoce, indicando a necessidade da

realizacdo fo experimento em tempos iniciais de estimulo.
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Figura 10. A melatonina reduziu os niveis de tGSH e GSH em células de cancer gastrico AGS. As
células AGS foram plaqueadas e estimuladas com melatonina nas concentragdes de 2.5 mM por 24 horas.
Apos os estimulos, as células foram lisadas e os valores de tGSH, GSH e GSSG determinados por
espectrofotometria a 412nm e comparados a curva padrdo. Cada barra representa a média do percentual +
DP (n=3), e um asterisco (*), dois asteriscos (**) e trés asteriscos representam a diferenga estatistica
significativa (p < 0,05, p<0,01, p<0,001, respectivamente) em relacdo ao Nao-estimulado (UNS) indicada
por ANOVA e pos-teste de Tukey.

5.8 A Melatonina reduziu a respiracio oxidativa das células de cincer gastrico

Considerando que a mitocondria € apontada como o local de sintese celular de
melatonina, sofrendo a agdo mitdcrina dessa molécula, além de também ser o principal
sitio de produgdo de espécies reativas de oxigénio, nos questionamos se o funcionamento
dessa organela células poderiam estar sendo afetadas pelo estimulo com melatonina. Para
avaliar a fun¢do mitocondrial foi realizado um ensaio de respirometria através

do consumo de oxigénio da organela.

A partir dos dados das curvas gerado pelouso do inibidor da ATP sintase
(oligomicina), de um agente desacoplador do gradiente de protons (CCCP), e um inibidor
do complexo III (antimicina A) foram extraidos os seguintes parametros: Respiracao

basal, capacidade respiratoria maxima, respiracao ligada a ATP e capacidade de reserva.

A respiracdo basal ¢ obtida através dos valores de consumo sem a interferéncia de

inibidores. Foi observado que o estimulo de 24 horas com melatonina nas concentragdes
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de 2.5 ¢ 5SmM reduziram em 30 e 75%, respectivamente, o consumo de oxigénio em
comparagdo as células ndo estimuladas, bem como em 70% entre as concentracdes.
Adicionamos, entdo, o inibidor da ATP-sintase oligomicina para avaliar a respiragdo
ligada a ATP (ATP-linked respiration). A respiragdo ligadaa ATP de células estimuladas
com melatonina também sofreu redugdo significativa. As células estimuladas com as
concentragdes de 2.5 e SmM apresentaram redugdo de 54% e 87%,
respectivamente, quando comparadas as células nido estimuladas e de 72% quando
comparamos as condi¢gdes entre si. Em sequéncia, adicionamos o CCCP um agente
desacoplador do gradiente de protons para avaliar a capacidade respiratéria maxima
dessas células. Observamos uma reducdo de 28% e 83% da capacidade respiratoria
maxima dessas células estimuladas com melatonina na concentragdo de 2.5 ¢ 5SmM,
respectivamente, em comparagao as células ndo estimuladas, bem como foi observado
uma reducdo de 75% da capacidade maxima entre as células estimuladas com a
concentragdo de SmM em comparagdo as estimuladas com 2.5mM. Por fim, analisamos
a capacidade de reserva das células, o parametro ¢ obtido através da subtragdo da
respiragdo basal pela capacidade respiratoria maxima. A capacidade de reserva das
células estimuladas com melatonina nas concentragdes de 2.5 e SmM apresentaram
reducdo de 29% e 90% em comparacao as células ndo estimuladas e de cerca de 85%
entre as condi¢des. O conjunto de dados indica disfungdo mitocondrial mediada pelo

estimulo com melatonina.
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Figura 11. Melatonina reduz a respiracio oxidativa em células AGS. As células AGS foram estimuladas com
melatonina nas concentragdes de 2.5 ¢ SmM. Apos 24h, a taxa de consumo de oxigénio (OCR) (A), a respiragdo basal,
capacidade maxima respiratoria, consumo de oxigénio associado a sintese de ATP (ATP linked) e a capacidade de reserva
(B) foram analisados por respirometria de alta resolugdo, sob a acdo dos inibidores Oligomicina (1.25uM), CCCP (100nM)
e antimicina-A (2.5uM).

Cada barra representa a média do percentual = DP (n=5), e um asterisco (*), dois asteriscos (**) e trés asteriscos
representam a diferenga estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001, respectivamente) indicado por One-Way
ANOVA e pos teste de Tukey. Os asteriscos acima do desvio padrdo indicam comparagdo com a condi¢do UNS, enquanto
as comparagdes entre condi¢des estimuladas cm as concentragdes de 2.5 ¢ SmM de melatonina sdo representadas pelos
asteriscos acima das linhas conectoras acima das condigdes.

5.9 A melatonina modulou a dinimica mitocondrial de células de cancer gastrico
AGS

A fim de investigar se a redu¢do da capacidade respiratéria das células de cancer
gastrico estimuladas com melatonina poderia estar relacionada a alteragdes da morfologia
mitocondrial foi realizada a microscopia confocal da célula. As mitocondrias foram
marcadas com a sonda fluorescente Mitotracker red, enquanto o ntcleo foi marcado com
a sonda fluorescente DAPI. Foi observada um encurtamento e diminuigao da distribui¢ao

e conexao de mitocondrias em células estimuladas com melatonina na concentracdo de
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2.5 e 5SmM em comparacao as células ndo estimuladas que apresentam um fen6tipo mais
alongado, distribuido ao longo do citoplasma celular e interconectado. Mais do que isso,
observamos um maior acumulo de mitocondrias de células estimuladas na regido
perinuclear, demonstrando que a melatonina exerce papel modulatério na dindmica

mitocondrial.

UNS 2.5mm 5mm

0 pm 25 0 pm 7.5

Figura 12. Melatonina modulou a dinimica mitocondrial de células de cincer gastrico AGS. As células AGS
foram plaqueadas e estimuladas com melatonina nas concentragdes de 2.5mM e 5SmM por 48 horas. Em seguida, as
c¢lulas foram marcadas com a sonda mitotracker para marcagdo mitocondrial ¢ DAPI para marcac¢ao do nucleo. As
imagens foram obtidas por microscopia confocal.

5.10 As concentracoes de 2.5 ¢ SmM de melatonina modularam de forma
diferencial o perfil inflamatério de células de cancer gastrico

Considerando o papel anti-inflamatério da melatonina, questionamos se esse
papel poderia ser observado células de cancer gastrico AGS. Foi observado que a
melatonina na concentracdo de 2.5 mM foi capaz de aumentar a produgdo das citocinas
inflamatorias IL-1p e TNF-a apos 24 horas de estimulo em comparagao as células nao
estimuladas e estimuladas com a concentragdo de 5SmM. Entretanto, as células
estimuladas com a concentragdo de SmM promoveu uma reducdo significativa da

produgdo das citocinas inflamatdrias, bem como de VEGF em comparacao as células nao
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estimuladas e em comparagdo estimuladas com a concentracdo de 2.5mM. O estimulo

com melatonina nao promoveu alteragao da producao de IL-6.
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Figura 13. As concentracées de melatonina modulam de forma diferencial o perfil inflamatorio de células AGS apos
24 horas de estimulo. As células AGS foram plaqueadas ¢ estimuladas com melatonina nas concentragdes de 2.5 ¢ 5
mMpor 24 horas. Apos os estimulos, os sobrenadantes de cultura foram coletados e a quantidade de IL-1B (A), TNF-a (B),
IL-6 (C) e VEGF (D)foram dosadas por ELISA. Cada barra representa a média do percentual +£ DP (n=3), e um asterisco

(*),

dois asteriscos (**) e trés asteriscos representam a diferenga estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001,

respectivamente) em relagdo ao Nao-estimulado (UNS) indicada por ANOVA e pos-teste de Tukey. Os asteriscos acima do
desvio padrao indicam comparagdo com a condigdo UNS, enquanto as comparagdes entre condi¢des estimuladas cm as
concentragdes de 2.5 ¢ SmM de melatonina sdo representadas pelos asteriscos acima das linhas conectoras acima das
condi¢des.

5.11 A melatonina promoveu o aumento de morte das células de cincer gastrico
AGS de maneira dose dependente

Tendo em vista o conjunto de dados observados anteriormente, questionamos se
a melatonina poderia estar induzindo aumento de morte celular, bem como questionamos
qual seria o perfil de morte predominante induzido por esta molécula. Para tal, foi
executado o ensaio de caracterizagdo do perfil de morte Anexina-V (AV) e lodeto de

propidio (PI).

A figura 13 A apresenta os dados representativos acerca do fendmeno observado
em células de cancr gastrico AGS. Apos 24 horas de estimulo, foi possivel observar um
aumento progressivo, de forma dose dependente, das populacdes de células positivas para
Anexina V (FL-1), indicando um perfil de morte majoritariamente apoptoético. Uma vez

que células ndo estimuladas apresentam uma porcentagem de cerca de 5.64% de mortes
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Propidium lodide (PI)

positivas para Anexina, enquanto as concentragdes de 0.625mM, 2.5mM e 5mM
apresentam de 6.58%, 11.7% e 44.4%, respectivamente. De forma, que a concentracao
de 5 mM demonstrou exercer alta citotoxicidade, uma vez que houve a redugdo de cerca
de 90% de células vidveis, quando ndo estimuladas, para uma porcentagem inferior a

50%. Conforme resultado previamente sugerido pelo ensaio de MTT.

Em paralelo, observou-se um singelo aumento na proporc¢ao de células positivas
para a sonda lodeto de propideo (FL-3) e dupla marcagao (FL-1/FL-3) que indicam morte
por perda de integridade de membrana entre as concentragdes de 2.5 e SmM. Enquanto o
somatorio das células em morte por perda de integridade de membrana acumulava cerca
de 3.96% para a condi¢do nao estimulada, as células estimuladas com as concentragdes
de 0.625, 2.5 ¢ SmM acumulavam cerca de 4.7%, 3.35% ¢ 7.73%. Em termos estatisticos,
apenas a concentracao 2.5mM apresentou diferenga significativa, indicando uma possivel

reducdo desse perfil de morte em comparagdo a concentragao de SmM.
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5.12 A melatonina reduziu a liberacio da enzima lactato desidrogenase pelas
células de cancer gastrico AGS

O papel pré-apoptdtico da melatonina, e seus mecanismos, ¢ fendomeno
amplamente descrito na literatura. Com isso, constatamos a relevancia de analisar a
modulagdo da morte litica nesse contexto. Um dos principais marcadores da morte
piroptotica ¢ a liberagdo da enzima lactato desidrogenase no meio extracelular. Tendo
1Sso em vista, coletamos o sobrenadante das células estimuladas com melatonina nas
concentragdes de 2.5 e SmM pelos tempos de 3, 12, 24, 48 ¢ 72 horas. Os sobrenadantes
coletados foram submetidos ao ensaio colorimétrico de liberagdo de LDH e lidos
pontualmente por espectrofotometria. Foi observado que houve redugdo na liberagao de

LDH nos tempos de 3, 48 e 72 horas de ambas as concentragdes em comparagao as células

Figura 14. Melatonina induz aumento de morte de forma dose dependente em células AGS. As células
AGS foram plaqueadas e estimuladas com melatonina nas concentra¢des de 0.625mM, 2,5mM e 5 mM por
24 horas. Apos os estimulos, as células foram marcadas com Anexina-V fluorescente (FL-1) e Iodeto de
propideo (FL-3) e analisadas em citometro FACS Calibur. Figura representativa em zebra plot dos perfis de
morte induzido em células AGS pela melatonina (A) Representagdo estatistica em grafico de barras (B). Cada
barra representa a média do percentual = DP (n=3), e um asterisco (*), dois asteriscos (**) e trés asteriscos
representam a diferenca estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001, respectivamente) indicado por
One-Way ANOVA e pos teste de Tukey. Os asteriscos acima do desvio padrao indicam comparagdo com a
condi¢do UNS, enquanto as comparagdes entre condigdes estimuladas cm as concentragoes de 2.5 ¢ SmM de
melatonina sdo representadas pelos asteriscos acima das linhas conectoras acima das condigdes.

ndo estimuladas. Nos tempos de 3 e 48 horas a reducdo da liberacdo de LDH foi
significativa entre as concentragdes. Em 24 horas, apenas a concentragdo de SmM foi

capaz de reduzir a liberagdo de LDH em comparagdo as células ndo estimuladas.
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Figura 15. Melatonina promoveu reducdo da liberacio de LDH. As células AGS foram plaqueadas ¢
estimuladas com melatonina nas concentragdes de 2.5mM e 5 mM por 3,12, 24, 48 ¢ 72 horas. Apos os
estimulos, os sobrenadantes das células foram coletados ¢ expostos ao substrate mixture e em seguida lidos
pontualmente por espectrofotometria. Cada barra representa a média do percentual £ DP (n=3), e um asterisco
(*), dois asteriscos (**) e trés asteriscos representam a diferenga estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p
< 0,001, respectivamente) indicado por One-Way ANOVA e pos teste de Tukey. Os asteriscos acima do desvio
padrdo indicam comparagdo com a condigdo UNS, enquanto as comparagdes entre condigoes estimuladas cm
as concentragdes de 2.5 e SmM de melatonina sao representadas pelos asteriscos acima das linhas conectoras
acima das condi¢des.

5.13 A melatonina reduziu a expressiao de pro-caspase 1 apds 24 horas de estimulo

Com o indicativo de possivel modulacio de morte litica, decidimos avaliar se a
melatonina seria capaz de modular a expressdo de proteinas efetoras da piroptose. Foi
analisado a expressao proteica da enzima caracteristica da via candnica da piroptose em
sua forma inativa, pro-caspase 1. Observamos que o estimulo das células de cancer
gastrico com a concentragdo de S5SmM de  melatonina por 3
horas, aumentou significativamente a expressao da enzima pro-caspase 1. Enquanto, apds
24 horas de estimulo foi observado uma expressiva redugdo da expressdo da enzima de

células estimuladas com as concentragdes de 2.5 ¢ 5 mM de melatonina.
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Figura 16. A melatonina reduziu a expressiao de pré-caspase 1 apds 24 horas de estimulo em células de
cancer gastrico AGS. Células AGS foram plaqueadas e estimuladas com melatonina na concentragao de 2.5
e 5 mM por 3, 6 ¢ 24 horas. Apds os estimulos, as células foram lisadas com tampao Triton, as proteinas
foram quantificadas, separadas em gel de poliacrilamida, transferidas para membrana de nitrocelulose,
bloqueadas e marcadas com anticorpos correspondentes.

5.14 A concentracao de SmM de melatonina alterou a expressao de Gasdermina D
em 24 horas

No mesmo sentido, decidimos avaliar a expressdo da GSDMD. Proteina que,
quando clivada, ¢é responsavel pela formacdo de poros de membrana,
fendomeno caracteristico da piroptose. Foi observado que o estimulo de células com
melatonina nas concentragdes de 2.5 ¢ SmM por 3 e 6 horas demonstraram promover um
leve aumento da expressao de GSDMD em comparacao as células ndo estimuladas. Toda
via, os estimulos com as mesmas concentragdes por 24 horas promoveram um efeito
antagonico, reduzindo a expressao da proteina, principalmente em células estimuladas na

concentracao de SmM.
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Figura 17. O estimulo de melatonina por 24 horas promoveu redu¢io da expressio de Gasdermina
D em células de cincer de gastrico AGS. Células AGS foram plaqueadas e estimuladas com
melatonina na concentrag@o de 2.5 ¢ 5 mM por 3, 6 ¢ 24 horas. Apos os estimulos, as células foram lisadas
com tampao Triton, as proteinas foram quantificadas, separadas em gel de poliacrilamida, transferidas para
membrana de nitrocelulose, bloqueadas e marcadas com anticorpos correspondentes.

5.15 A melatonina promoveu a reduciao da formacao de poros na membrana
plasmatica

Com o intuito de avaliar como a melatonina poderia modular mortes liticas,
avaliamos se a melatonina poderia atuar sobre a formagdo de poros na membrana
plasmatica. Para tal, utilizamos o ensaio de captagdo de PI por espectrofotometria para
avaliar a formagdo de poros membranares. Observamos que as células estimuladas
com melatonina nas concentragdes de 2.5 ¢ 5 mM apresentaram uma reducdo dose
dependente, de cerca de 13 e 25% respectivamente, da captagdo de PI em comparacao as

células ndo estimuladas e cerca de 12% das concentragdes entre si.
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Figura 18. Melatonina previne a formacio de poros na membrana plasmatica de células de cancer
gastrico AGS. Células de cancer gastrico AGS foram plaqueadas e estimuladas com melatonina nas
concentragdes de 2.5 ¢ SmM por 8 horas e expostas a iodeto de propideo. Curva cinética da formagao de
poros membranar de células ndo estimuladas (UNS) e estimuladas nas concentragdes de 2.5 ¢ SmM de
melatonina (A), Representacdo estatistica em grafico de barras (B). Os valores de fluorescéncia (RFU) foram
adquiridos em espectrofotometro nos comprimentos de excitagdo 538 nm e de emissdo 617 nm. Cada barra
representa a média do percentual = DP (n=5), ¢ um asterisco (*), dois asteriscos (¥*) e trés asteriscos
representam a diferencga estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001, respectivamente) indicado
por One-Way ANOVA e pos teste de Tukey. Os asteriscos acima do desvio padrao indicam comparagdo
com a condi¢ao UNS, enquanto as comparagdes entre condigdes estimuladas cm as concentragdes de 2.5 e
5SmM de melatonina sdo representadas pelos asteriscos acima das linhas conectoras acima das condigdes.

5.16 O pos tratamento com melatonina nas concentracgoes de 2.5 e SmM foram
capazes de prevenir a formacio de poros membrana plasmatica induzido por LPS
e ATP

Por fim, nos questionamos se a melatonina exerceria o0 mesmo efeito em um
cenario de inducdo de poros na membrana plasmatica dessas células. Com isso, vimos a
necessidade de adaptar protocolos de inducao de piroptose para células de cancer gastrico
AGS. Para tal, fizemos ouso de LPS e ATP para inducdo de piroptose mediado por
inflamassoma NLRP3 (Qing-Bing Zha et al. (2016)). Por tanto, um dos parametros
utilizados foi a formacdo de poros na membrana que pode ser observado através
do ensaio de captacio de PI por espectrofotometria. As células AGS foram
estimuladas por 24 horas com LPS e 45 minutos com ATP e em seguidas marcadas com
a sonda impermeavel PI. A leitura da fluorescéncia foi medida de forma cinética ao longo
de 8 horas apds o estimulo com ATP. Foi observado que as células estimuladas
apresentaram aumento progressivo da captagdo de PI chegando a cerca de 30% nos

tempos de 4 e 8 horas. Demonstrando o sucesso do protocolo.
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Figura 19. LPS e ATP induz formacio de poros na membrana plasmaitica de células de céncer
gastrico AGS. Cé¢lulas de cancer gastrico AGS foram plaqueadas e estimuladas ou ndo com LPS nas
concentragdes de 10 uM por 24 horas ¢ ATP 5SmM por 45 minutos e expostas a iodeto de propideo. Curva
cinética da formagdo de poros membranar em células ndo estimuladas (UNS) e estimuladas com LPS/ATP
(A), Representagao estatistica em grafico de barras (B). Os valores de fluorescéncia (RFU) foram adquiridos
em espectrofotometro nos comprimentos de excitacdo 538 nm e de emissdo 617 nm. Cada barra representa
a média do percentual = DP (n=5), e um asterisco (*), dois asteriscos (**) e trés asteriscos representam a
diferenca estatistica significativa (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001, respectivamente) indicado por One-Way
ANOVA e pos teste de Tukey.

Apoés a inducdo da formagdo de poros, passamos ao segundo objetivo desse
experimento que foi avaliar se a melatonina poderia estar inibindo a formagao de poros
induzida pelo LPS e ATP. A partir da mesma andlise realizada anteriormente, trés novas
condi¢des foram inseridas: pré-tretamento, co-tratamento e pds tratamento com
melatonina nas concentragdes de 2.5 ¢ SmM. Foi observado que o pré-tratamento de 1
hora com melatonina foi capaz de manter a integridade de membrana em um perfil
equivalente as células ndo estimuladas com LPS e ATP. Contudo, o co-tratamento com
as concentragdes de 2.5 ¢ 5 mM apresentaram efeitos antagénicos. Enquanto o co-
tratamento com a concentracao de 2.5mM demonstrou ter um efeito protetivo contra a
formag¢do de poros mantendo um perfil equivalente as células ndo estimuladas, a

concentragdo de SmM promoveu aumento da formagao de poros de forma equivalente as

63

Il UNS
Il LPS/ATP



células estimuladas com LPS e ATP. Surpreendentemente, o poOs-tratamento
com melatonina nas concentragdes de 2.5 ¢ SmM foram capazes de reduzir a formacao

de poros na membrana em comparagdo as células ndo estimuladas e as células

estimuladas com LPS e ATP.
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Figura 20. O pés-tratamento com melatonina de células estimuladas com LPS/ATP reduz formacio
de poros na membrana plasmatica de células AGS. Células de cancer gastrico AGS foram plaqueadas e
estimuladas com LPS nas concentragdes de 10 pM por 24 horas ¢ ATP SmM por 45 minutos na condi¢ao
LPS/ATP ou ndo foram estimuladas (UNS). Os tratamentos com melatonina nas concentragdes € 2.5 ¢
SmM ocorrerou por 1 horas antes do estimulo com LPS/ATP na condi¢do pré-tratada (A),
simulataneamente ao LPS/ATP na condigdo co-tratamento (B) ou ap6s estimulo LPS/ATP na condigio p6s
tratamento (C). Todas as condi¢cdes foram expostas ao PI. Os valores de fluorescéncia (RFU) foram
adquiridos em espectrofotdmetro nos comprimentos de excitagdo 538 nm e de emissdo 617 nm.
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6. Discussao

Devido a abrangéncia de atuacdes da melatonina no organismo, nao
surpreendentemente, essa indolamina passou a ser investigada como agente terapéutico
em um amplo espectro de patologias. Atualmente a terapia com melatonina possui
eficacia clinica comprovada para os tratamentos de distirbios do sono e corre¢ao do sono
em idosose como coadjuvante terapéutico em doengas neurologicas e
neurodegenerativas como doengas do espectro autista, sindrome de déficit de atencdo e
hiperatividade, Smith- Magenis entre outros. Em fase de experimentagdo clinica
encontram-se patologias como distirbios depressivos, coadjuvante no tratamento de
lesdes pos-isquémicas, doencas metabdlicas e antineoplasico (E.J. Sanchez-Barcelo et al.

(2010); Ana Claudia et al. (2020)).

No contexto tumoral, a melatonina tem ganhado grande destaque uma vez que
apresenta propriedades oncostaticas e indutoras de morte apoptética especificamente em
células transformadas. Ao passo que para células ndo transformadas, esta molécula exerce
fungdes protetoras e anti-apoptoticas (Mariano Bizzarri et al. (2013)). Em um estudo
pioneiro, foi observado que em um grupo de animais que receberam substincia
carcinogénica associado ao tratamento com melatonina, por 90 dias, ndo
apresentaram desenvolvimento tumoral, enquanto no grupo controle, que recebeu a
substancia e veiculo, 50% dos animais desenvolveram o tumor (Lawrence Tamarkin, et
al. (1981)). No inicio dos anos 90, outro estudo demonstrou que a melatonina foi capaz
de aumentar a sensibilidade de células de cancer de mama a quimioterapicos in vitro (S
T Wilson 1 et al. (1992)). Resultados que despertaram ainda mais interesse
da investigagdo do seu potencial anti-tumoral e caracterizagdo dos mecanismos

associados.

Especificamente em estudos pré-clinicos in vitro, foi demonstrado que a agdo anti-
tumoral da melatonina, caracterizada pela capacidade de indug¢do da morte dessas
células, é precedida pela sua capacidade oncostatica. A modulagdo do ciclo celular em
favor do maior aprisionamento de células tumorais na fase GO/Gl ¢ um evento
frequentemente observado nas mais diversas linhagens como células de
hepatocarcinoma, cancer cervical, cancer de prostata, entre outros (Javier Martin-Renedo
et al. (2008); Tarun Minocha et al. (2022); Altannavch Nyamsambuu et al. (2022)).

Dentro do presente trabalho, foi possivel constatar que de forma similar a melatonina
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também promoveu redugdo da viabilidade celular, bem como aumento da propor¢do de
células em fase G1l. Como consequéncia direta foi promovida uma redugdo da

proliferacdo celular.

Os mecanismos associados a modulagao do ciclo celular em células tumorais ainda
ndo sdo bem elucidados. No entanto, alguns estudos demonstraram haver uma correlagio
entre o aumento da expressao dos receptores MT1 e a inativagdo do fator de transcri¢ao
NF-kB com um maior aprisionamento de células na fase GO/G1 (A Gonzailez et al.
(2007); Sara Carbajo-Pescador et al. (2011); Stephen Y. W. Shiu et al. (2013)). Ademais,
outras evidéncias tém surgido, na qual ¢ demonstrado que a atuacdo da melatonina se
estende a modulagao dos componentes de regulacao do ciclo celular. A regulacao do ciclo
celular ¢ um processo finamente coordenado pelas ciclinas, quinases dependentes de
ciclinas (CDK) e inibidores de ciclinas. Sabe-se que a desregulagdo ou disfuncionalidade
dos componentes de regulacdo do ciclo celular ¢ um dos mais caracteristicos requisitos da
carcinogénese. Nesse sentido, diversos estudos tem demonstrado que a melatonina pode
estar atuando através da downregulation de ciclinas, upregulation de inibidores de CDKs
e supressdo das CDKs em células tumorais (Lifeng Liu et al. (2011); Ching-Ju Shen et al.
(2016); Jun Song et al. (2018)). A fim de caracterizar por quais mecanismos a melatonina
desencadeia a modulagdo do ciclo celular intentamos utilizar inibidores dos receptores

MTI1 e MT2, luzindole, bem como analisar a expressao de proteinas do ciclo celular.

Outro parametro fortemente presente na carcinogénese ¢ a desregulacao da produgao
de ROS, uma vez que danos oxidativos promovem efeitos nocivos a sobrevivéncia
celular como dano ao material genético e instabilidade gendmica. A instabilidade
gendmica, por sua vez, estd a associada a um aumento da probabilidade de ativagdo e
acimulo de oncogenes. Em um cenario cujo ja haja o estabelecimento tumoral, as ROS
estdo associadas a modulagdo do microambiente tumoral. Atuando na resposta imune,
modulando células estromais, bem como a angiogénese que provém suporte nutricional,
metabolico além de viabilizar a migragao de células cancerosas para outros tecidos (Eric
C. Cheung, Karen H. Vousden (2022)). Tendo em vista o papel primordial antioxidante
da melatonina em células ndo transformadas consideramos de suma importancia avaliar

se essa molécula exercera a mesma fungdo em células tumorais.

Surpreendentemente, a melatonina demonstra estar atrelada a uma maior produgdo de

ROS em células cancerosas (Kian Chung Chok et al. (2021); Xiangyun Chen et al.
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(2021)). Em muito tem se atribuido esse fendmeno a capacidade da melatonina de
promover um shift metabolico nessas células mais fosforilativo nessas células. Ha cerca
de um  século, Otto  Warburg postulava um novo  mecanismo
metabolico adaptativo adotado por células cancerosas: a glicolise aerdbica, também
conhecida como efeito warburg. Dogmatizou-se, entdo, que o efeito warburg seria perfil
metabolico majoritariamente observado em células tumorais. Como ja mencionado, em
células extra-pineais a melatonina € produzida na mitocondria, principal sitio de producao
de ROS. Contudo, hipostetiza-se que a sintese dessa indolamina seja inibida em células
tumorais (Russel J. Reiter et al. (2020)). Diversos estudos tem demonstrado que o
estimulo, em experimentos in vitro, ou suplementagdo, em experimentos in vivos, com
melatonina é capaz de promover a um aumento da respiragdo fosforilativa em células
tumorais. O alto metabolismo tumoral associado a um perfil mais fosforilativo estaria
atrelada a uma maior produ¢do de ROS. Em células tumorais, a fosforilagdo oxidativa
era descrita como um metabolismo menos eficiente para a manutencdo de suas altas
demandas, além do favorecimento da re-sensibilizagdo de células quimiorresistente e
maior indug¢do de apoptose (Ana M. Sanchez-Sanchez et al. (2015); Xiangyun Chen et al.
(2021)). No entanto, atualmente sabe-se que células tumorais possuem plasticidade
metabodlic podendo assumir ambos os metabolismos glicoliticos ou fosforilativo, ou até
mesmo um metabolismo hibrido, para a manutencdo da tumorigénese e

metastase (Dongya Jia et al. (2018)).

Em nossos estudos, o estimulo de células de cancer gastrico apresentou reducao da
produgao de espécies reativas nas primeiras 6 horas de estimulo. Entretanto, apds 24 horas
de estimulo com melatonina houve um aumento significativo da producdo de espécies
reativas. Nesse contexto, avaliamos se a respiracao oxidativa poderia também estar sendo
modulada pela melatonina. Contrariamente ao descrito para outras células tumorais, a
melatonina promoveu redugdo da respiracdo oxidativa em células de cancer géstrico.
Especulamos, entdo, se essa reducao poderia estar associada a um possivel efeito danoso
da melatonina em mitocondrias de células de cancer gastrico. Podemos entdo confirmar
que a abundancia, distribui¢do, morfologia e comunicagdo mitocondrial dessas células

apresentaram clara distingdo em comparacao as células ndo estimuladas.

A mitocondria ¢ uma organela altamente dinamica que possui a capacidade de se

remodelar em processos de fusao (alongamento) e fissao (fragmentagao). Esse fenomeno
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¢ denominado dinamica mitocondrial que visa o controle de qualidade mitocondrial, além
da modulag¢ao do ciclo celular, apoptose, homeostase de calcio entre outro (Lisa Tilokani
et al. (2018)). A fusdo ¢ o resultado da unido de 2 ou mais mitocondrias que promove
uma maior interconexdo dessa organela. O processo ¢ mediado pelas GTPases
mitocondriais de membrana externa Mitofusina (MFN) 1 e 2 e da GTPase mitocondrial
de membrana interna: Optic Atrophy I (OPA1). A fusdo estd associada ao aumento da
fosforilagao oxidativa, e por consequéncia aumento da producdo de ATP, diminui¢ao da
mitofagia, bem como difusdo do conteido das matrizes mitocondriais. A difusdo
promove a atenuagao do impacto de mutacdes no DNA mitocondrial e proteinas oxidadas
que podem incidir na funcionalidade da organela (Stephen L. Archer (2013); Lisa
Tilokani et al., 2018) (Lisa Tilokani et al. (2018)). Recentes estudos tém correlacionado
o aumento de ATP a um aumento proporcional da capacidade metastatica e resisténcia

multi-drogas em canceres de mama (Marco Fiorillo et al. (2021)).

Por outro lado, a fissdo mitocondrial ¢ caracterizada pela fragmentagdo da organela
em por¢cdes menores. O processo ¢ mediado pela proteina 1 relacionada a
dinamina (DRP1) associadas a proteina homoéloga da Fissao 1 (FIS1) e o fator de fissdo
mitocondrial (MFF) que romper as membranas mitocondriais por meio da hidrolise do
GTP (Lisa Tilokani et al. (2018)). A fissdo estd atrelada a um aumento do perfil
glicolitico, maior transporte e distribui¢do, aceleramento da fissdo mitdtica e maior
geracdo de espécies reativas de oxigénio, sendo este fenotipo o mais comumente
observado em células tumorais (Jalees Rehman et al. (2012); Qi Xie et al. (2015); Peng
Zou et al. (2016)).

As células de cancer gastrico AGS apresentaram maior alongamento, interconexao
mitocondrial e distribuicdo citoplasmatica da organela caracteristica de um fendtipo
denominado hiperfusionado (Hanne Hoitzing et al. (2015)). No entanto, o estimulo com
melatonina promoveu o encurtamento da mitocondria, redugdo da abundancia e conexao,
bem como induziu maior acimulo da organela na regido perinuclear. Wang e
colaboradores demonstraram que células de tumor estromal gastrointestinal (GIST)
altamente proliferativas apresentavam um fenotipo de mitocondrias mais alongadas
que estava associado a um maior consumo de oxigénio e geracdo de ATP. Mais do que
isso foi observado que o fendmeno era mediado pela inibi¢ao do recrutamento de DRPI,

proteina efetora da fissdo mitocondrial. A reversdo desse perfil promoveu reducio da
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produgdo de ROS, proliferacdo e invasividade dessas células (J Wang et al. (2015)).
Dentro das perspectivas do trabalho encontra-se caracterizar a modula¢ao da melatonina
na dindmica mitocondrial em células de cancer gastrico através da avaliagdo da expressao

dos marcadores citados.

Uma vez constatados que a melatonina exerceu um papel oncostatico e de perturbacao
da homeostase mitocondrial em células de cancer géstrico, avaliamos se a melatonina
poderia modular a indug¢do de morte nessas células. Em concordancia com a literatura,
demonstramos que a melatonina induziu um aumento significativo de morte celular, em
especial a apoptose. Entretanto, o papel pr6 apoptoético da melatonina em células tumorais
¢ bem estabelecida na literatura, inclusive para células AGS. Os mecanismos associados
a inducao de apoptose em células de cancer géstrico incluem a ativagdo das vias MAPK
(p38, INK e ERK), da caspases 3 e 8, além do aumento da expressdo das proteina BAX
e redugdo da expressdo de Bcl-2 (Weimin Li et al. (2015); Wang et al. (2017)). Nesse
sentido, avaliou-se que a investigagdo da modulacdo outros perfis de mortes pela

melatonina, ainda que minoritarios, seriam de grande contribui¢do cientifica.

A crescente investigacao acerca do papel dual da piroptose na tumorigénese despertou
o interesse na caracterizagdo desse processo em células de cancer gastrico. Shao e
colaboradores demonstrou que tecidos tumorais apresentavam maior expressao de genes
assinaturas relacionadas a piroptose do que tecidos adjacentes do mesmo paciente (Xueli
Zhang et al. (2021)). No entanto, pouco se sabe acerca do impacto da piroptose na
progressdo tumoral no cancer gastrico. Ademais, recentes estudos t€ém demonstrado a
capacidade da melatonina de atenuar a piroptose induzida por inflamassoma em diversas
células ndo tumorais (Zhenjiang Liu et al. (2017); Jia-Ying Kang et al. (2022)). Contudo,
até o momento da escrita dessa dissertagdo, ndo ha dados publicados correlacionado o

papel da melatonina na piroptose.

Neste estudo demonstramos pela primeira vez que a melatonina também foi capaz
de atenuar eventos caracteristicos da piroptose em células de cancer gastrico.
Demonstramos que a melatonina diminuiu a expressao de proteinas efetoras da piroptose:
Pr6-caspase 1 e Gasdermina D. Em nosso trabalho, demonstramos que a melatonina
promoveu um leve aumento ¢ em seguida uma drastica reducdo da expressdao da pro-
caspase 1 em sua forma inativa. Nao foram observadas bandas visiveis da expressdo da

caspase em sua conformacdo clivada. Como mencionado anteriormente, células AGS
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naturalmente apresentam uma expressdo de GSDMD diminuida (Wei Jie Wang et al.
(2018)). Os nossos dados indicaram que o estimulo com melatonina induziu um leve
aumento da expressdo de GSDMD nos tempos iniciais de 3 e 6 horas e uma substancial
reducdo apds 24 horas de estimulo em ambas as concentragdes testadas. A modulagdo de
pardmetros como a sinalizagdo e supressao transcricional de GSDMD ¢ um dos
mecanismos ja descritos utilizados pela melatonina para promover a redugdo da
piroptose em células adiposas e pulmonares (Zhenjiang Liu et al. (2017); Meng-Meng Xu

et al. (2022); Zhenjiang Liu et al. (2017).

Avaliamos, entdo, se a melatonina modularia a secrecdo do contéudo citoplasticos
marcadores de piroptose como a enzima LDH também utilizadas como marcadores da e
da citocina pro-inflamatéria IL-1B. Corroborando com os dados anteriores, a melatonina
foi capaz de reduzir a secrecdo da LDHem diferentes tempos de estimulos.
Curiosamente, houve um aumento significativo da produgdo de IL-1p pelas células de
cancer gastrico estimuladas com a concentragdo de 2.5mM em contraste a uma dréstica
reducdo em células estimuladas com a concentragdo de SmM. Outro resultado
surpreendente foi que as células de cancer géstrico apresentaram o mesmo padrdo de
produgdo da citocina inflamatéria TNF-a observado para de IL-1p quando estimuladas
com as concentragdes de melatonina citadas acima. A reduc¢do da secrecdo de IL-1p ¢ um
evento esperado quando discutimos a atenuagdo da piroptose. No entanto, ndo podemos
descartar as diversas vias de secrecdo atualmente descritas que podem justificar o
aumento da sua produ¢do em resposta a concentragdo de 2.5mM, dentre essas vias estao
a secregdo através de lisossomos, exossomos, microvesiculas e vesiculas autofagicas
(Claudia Semino et al. (2018)). Bem como que a reducdo dréstica da producao dessas
citocinas em células estimuladas com a concentragdo de SmM esteja relacionada a
reducdo do nimero de células, uma vez que a concentracdo demonstrou ser altamente
citotoxica para a AGS. Contudo, novos experimentos serdo realizados a fim de

caracterizar esse resultado.

Por fim, revelamos que a melatonina demonstrou ser capaz de prevenir a formacgao de
poros na membrana plasmatica em comparacao as células ndo estimuladas de forma dose
dependente. Nesse mesmo sentido, decidimos avaliar se esse efeito se manteria em um
cenario de inducdo de formacao de poros. A piroptose induzida por inflamassoma pode

ser desencadeado através do estimulo com LPS e ATP. Adaptamos um
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protocolo descrito na literatura em células AGS para avaliar a modula¢do da
melatonina formacao de poros em células de cancer gastrico (Sahar Sadat Sedeighzadeh
et al. (2021)). Demonstramos que o pds tratamento de células AGS com melatonina foi
eficiente na redugdo da formacdo de poros membranar induzido por LPS ¢ ATP. E
importante ressaltar que mesmo a melatonina induzindo aumento de morte de células
AGS nas concentragdes de 2.5 ¢ SmM, demonstramos que o processo nao envolve a
formagao de poros na membrana plasmatica. Mais do que isso, a melatonina previniu a

formagao de poros mesmo em condigdes de inducao forgosa de poros.

Tendo em vista que a modulagdo de vias de morte ocorre de maneira multifatorial,
diversas hipoteses foram levantadas acerca dos possiveis mecanismos desencadeados
pela melatonina para a atenuagdo da piroptose em células de cancer gastrico. Como
mencionado anteriormente, a modulacio de parametros como a transcri¢do e sinalizagdo
da GSDMD s3ao mecanismos ja descritos como alvos da indolamina. Nesse mesmo
sentido, hipotetizamos que a acdo de supressdo da piroptose exercida pela melatonina
possa estar vinculado ao seu papel antioxidante. As ROS mitocondrial desempenham um
importante papel na inducao da piroptose uma vez que estas promovem a oligomerizacao
da GSDMD, além de aparentar exercer um controle pds-clivagem na formacao de poros
na membrana plasmatica (Charles L Evavold et al. (2021)). Em um novo mecanismo
descrito como a oxidagdo da GSDMD propde-se que a ROS mitocondriais induz a
piroptose dependente do inflamassoma NLRP3, de modo que a neutralizacdo dessas
moléculas atenuaria a clivagem de GSDMD (Yufang Wang et al. (2019)). Em nosso
trabalho, pudemos identificar que a a¢do de inibicdo da formagdo de poros ocorreu no
mesmo periodo em que a producdo de espécies reativas estava reduzida em comparagio

as células ndo estimuladas, reforcando a hipotese sugerida.

Outra hipotese relevante quando discutimos mortes liticas programadas ¢ o
recrutamento do complexo de reparo membranar, em especial o ESCRT III. A ESCRT
IIT pode ser recrutada através do influxo de célcio em decorréncia da formacao de poros
por GSDMD. A inibi¢ao do complexo promove o aumento consideravel da piroptose em
células murinas e humanos (Ana Joaquina Jimenez et al. (2018)). Hipotetizamos que a
melatonina possa atuar também através do recrutamento do complexo em resposta a

piroptose. Para tal, pretendemos futuramente tratar as células de cancer gastrico com o
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quelante de calcio BAPTA, reagente amplamente utilizado como inibidor da ESCRT, e

analisar se a melatonina seria ainda capaz de aliviar a piroptose nessas células.
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7. Conclusao

Considerado os resultados obtidos no presente trabalho, podemos concluir que:

e A melatonina reduz a viabilidade celular mitocondrial em células de cancer
gastrico;

e A melatonina promove o aprisionamento de células na fase G1 e reduz a
proliferacdo celular em células de cancer gastrico;

e A melatonina reduz a ativagdo celular através da reducao da biogénese de
corpusculos lipidicos;

e A melatonina promove a redugdo da producao de espécies reativas nos tempos
iniciais e, em sequéncia o aumento da producao de espécies reativas em
tempo mais tardio, podendo caracterizar um estresse oxidativo;

e A melatonina promove alteragdes substanciais na morfologia, abundancia,
distribuicdo e interconexao mitocondrial. Tais modula¢des promoveram
disfuncionalidade da respiracdo oxidativa de células de cancer gastrico;

e A melatonina induz aumento significativo fragmentagao nuclear, ou seja, morte
apoptdtica em cancer gastrico;

e O estimulo com melatonina previne a formagao de poros na membrana
plasmatica, mesmo apoés indugdo de poros com LPS e ATP;

e A melatonina também reduz a secre¢do de lactato desidrogenase por células de
cancer gastrico;

e A melatonina reduz a expressdo das proteinas efetoras GSDMD e pro-caspase 1
apos 24 horas de estimulo;

e O estimulo com concentra¢dao de 2.5mM de melatonina promove aumento da

producdo de citocinas inflamatorias;
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