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RESUMO

Foram estudados os efeitos da melatonina (1.25, 1.88, 2.50, 3.75, 7.50 e 10.0 mg/ml) sobre a proliferação celular  e na
expressão das correntes de células inteiras dependentes da voltagem (5.0, 10.0 e 15.0 mg/ml) sobre as células H.Ep.-2. Foi
também analisada a atividade citotóxica da melatonina sobre a modulação eletrofisiológica das células H.Ep.-2. Os registros
mostraram dois tipos de correntes: o tipo R é caracterizado por fraca dependência de voltagem para valores negativos;  o tipo
S mostrou forte retificação para potenciais hiperpolarizados. Na concentração de 10.0 mg/ml a melatonina aumentou a amplitude
média de ambos os tipos de correntes; na concentração de 5.0 mg/ml somente correntes do tipo R foram expressas. A melatonina
mostrou efeito inibitório sobre a proliferação in vitro  de células H.Ep.-2. Na concentração de 10.0 mg/ml a melatonina
induziu aumento macroscópico nas correntes R e S.
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ABSTRACT

The effects of melatonin (1.25, 1.88, 2.50, 3.75, 7.50 e 10.0 mg/ml) on cell proliferation and in the expression of voltage-
dependent whole-cell currents (5.0, 10.0 e 15.0 mg/ml) were studied. The effect of melatonin  cytotoxic activity on the
electrophysiologic modulation of H.Ep-2 cells was also studied.  Recordings showed two types of currents: the R-type was
characterized  by a weak voltage-dependence for negative values; the S-type showed  strong rectification for hyperpolarized
potentials.  A melatonin concentration of 10.0 mg/ml increased the mean amplitude of both types of currents; at a concentration
of 5.0 mg/ml only R-type currents were expressed. Melatonin showed an inhibitory effect on the proliferation in vitro  of
H.Ep.-2 cells. A melatonin concentration of 10.0 mg/ml induced a macroscopic increase of R and S currents.
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INTRODUÇÃO

A glândula pineal é considerada  um

temporizador do meio interno, estando envolvida na

regulação de várias funções fundamentais (Hardeland

et al., 1994; Wahab et al., 2000). A melatonina, N -

acetil-5-metoxitriptamina, principal hormônio da

glândula pineal pode ser produzida por todos os

animais (Poeggeler et al., 1991) talvez devido a

habilidade de sequestar radicais livres, pela alta

lipofilidade e fácil difusibilidade nos compartimentos

celulares (Reiter et al.,1994).

Estudos recentes revelaram alterações

eletrofisiológicas e funcionais promovidas pela



melatonina sobre uma linhagem de células conhecida

como carcinoma epidermóide da cérvix uterina,

células HeLa (Klein et al.,1999). As células H.Ep-2

fazem parte da linhagem de células derivadas do

carcinoma epidermóide e apresentam características

bastante similares às das células HeLa, como

crescimento rápido e formação de monocamadas

(Moore et al., 1955). Para contribuir com informações

que possam elucidar o mecanismo pelo qual o

hormônio melatonina suprime o crescimento das

células tumorais, investigamos os efeitos da

melatonina sobre a proliferação celular e sobre a

modulação eletrofisiológica das células H.Ep.-2.

MATERIAL E MÉTODOS

Células: As células H.Ep.-2 foram obtidas do Banco

de Células do Rio de Janeiro (BCRJ, No.: CR023) e

mantidas pelo Laboratório de Cultura de Células do

Departamento de Antibióticos da UFPE.

Droga: A melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina

(C
13

H
16

N
2
O

2
), foi adquirida da Companhia Química

Sigma e dissolvida em 0,5 % de etanol.

Condições da cultura e viabilidade celular : Foi

utilizado o meio de cultura DMEM (SIGMA),

suplementado com 1%  (v/v) de soro fetal bovino

(GIBCO), 1% (p/v) de glutamina 2,0 mM (SIGMA)

e 1% (p/v) de uma solução de antibióticos (penicilina

1000 UI/mL +  estreptomicina 250 mg/ml)

(Nascimento, 1993). As células foram tripsinizadas e

contadas (Benchimol et al., 1996), obtendo-se uma

suspensão de 5.104 células/ml, 24 horas antes do início

do experimento.

Após cada tripsinização, foi determinada a

viabilidade celular pelo teste de exclusão do Azul

Tripan (MERCK) 0,4 % p/v, em PBS, numa proporção

de 1:10 (corante: amostra da suspenção celular), que

permite determinar a porcentagem de células vivas e

mortas (Weisenthal, 1983). A contagem das células

foi realizada através de um microscópio invertido

LEITZ. Para os testes de citotoxicidade e o estudo da

modulação eletrofisiológica das células H.Ep.-2 sob

ação do hormônio melatonina, foram utilizadas

preparações celulares cuja viabilidade se encontrava

acima de 95%.

Determinação da atividade citotóxica: Para

determinação da citotoxicidade (Geran et al., 1972)

com células H.Ep.-2, foi preparada uma suspensão de

5x104 células/ml de meio e distribuída em placas de

cultura com 96 poços. Estas placas foram incubadas a

37o C em estufa (Sedas, Milão-Itália) com atmosfera

de 5 %  de CO
2
. Após 24 horas, o hormônio foi

adicionado às células, nas seguintes concentrações:

1.25, 1.88, 2.50, 3.75, 5.00, 7.50, 10.00 mg/ml. Cada

concentração foi testada em quadruplicata. O meio

de cultura sem suplemento foi utilizado como controle.

Setenta e duas horas após a incubação das células com

a melatonina, foi adicionado 25 ml de Brometo[3-{4,5-

dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazólio] (MTT ou sal

tetrazólio - SIGMA) a 5% em PBS (p/v), a cada poço,

e a placa foi reincubada a 37o C por mais duas horas.

Ao término deste período, o meio de cultura,

juntamente com o excesso de MTT, foi aspirado dos

poços e 100 ml de DMSO foram adicionados a cada

poço para dissolução dos cristais formazan. A leitura

óptica foi realizada em um registrador automático de

placas modelo 3550 BIO-RAD a 595 nm. O ensaio

colorimétrico do MTT baseia-se na capacidade que

as células vivas têm de transformar o sal tetrazólio

solúvel, de cor amarela, em um precipitado de

formazan insolúvel, de cor púrpura, que precipita

devido à ação de uma enzima mitocondrial, a succinil

desidrogenase (Hess & Pearse, 1963; Mosman, 1983).

Descrição da técnica de patch-clamp: A técnica de

patch- clamp foi utilizada de acordo com a descrição

de Hamill et al. (1981). Os registros de correntes foram

obtidos através de micropipeta, na configuração de

célula inteira ou “whole-cell”, preenchida com uma

solução salina (solução interna). Esta solução banha

um eletródio de Ag/AgCl conectado a um amplificador
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de patch (List EPC8 - HEKA Elektronik), acoplado a

um computador IBM compatível (PC 486) através de

um conversor A/D (Lab PC +, National Instruments).

O registro direto (on-line) foi feito com software

“Whole Cell Program” (WCP, John Dempster, 2000);

a micropipeta foi direcionada até a célula com a ajuda

de um micromanipulador MX3 (Narishige, Japão).

Após o contato da ponta da micropipeta com a

membrana celular, a resistência elétrica medida

através de um pulso de 10 mV, foi monitorada até que

atingisse valores da ordem de 3 a 15 Gigaohms (selo

Gigaôhmico). A partir do selo, a configuração “whole-

cell” foi obtida por sucções rápidas. A solução interna

(mM) foi composta por : KCl 150; CaCl2 3,81; MgCl2

0,112; EGTA 5, tamponada com HEPES 10 e pH

ajustado para 7,4 com KOH. Para a determinação da

concentração de Ca 2+ livre, fixada em 2 x10-7 M, foi

utilizado o programa “MaxChelator”.

As células H.Ep.-2 foram cultivadas em placas

de 6 poços com lamínulas de vidro redondas

(THERMANOXÒ) para facilitar a aderência e

formação de monocamadas. O protocolo de cultivo

foi mantido como descrito anteriormente. Setenta e

duas horas após a incubação das células com

melatonina, procedeu-se a troca do meio de cultivo

por solução externa (Hank’s Balanced Salt Solution)

com a seguinte composição (mM): NaCl 140; KCl

4,6; MgCl
2
 1; CaCl

2
 1,6; glicose 10; NaHCO

3
 5  e

HEPES 10; em um pH de 7,4 ajustado com NaOH.

As soluções externa e interna foram filtradas com

membranas (MILLIPORE), tipo GS, de éster de

celulose, com poros de 0,22 mm. As resistências de

acesso das micropipetas de patch-clamp foram de 4-6

MegaOhms.

Análise Estatística: Foi utilizada a análise de

variância com um fator (ANOVA), seguido do teste

de Tukey para comparações múltiplas. O nível de

significância foi de 5%

RESULTADOS E DISCUSSÃO

O efeito da melatonina no crescimento das
células H. Ep.-2

Houve diferença significativa no crescimento

das células da linhagem do carcinoma epidermóide

de laringe (H.Ep.-2) sob a influência da melatonina

por um período de três dias (ANOVA:

F005;7;56=5.87, p<0.05).

A melatonina (1.25, 1.88, 2.50, 3.75, 5.00 e 7.50

mg/ml) inibiu a proliferação das células (H.Ep.-2)

quando comparadas ao controle (Tukey: q 0.05;56;8=6.27,

p<0.05; q0.05;56;8=7.29, p<0.05; q0.05;56;8=5.42, p<0.05;

q0.05;56;8 =5.59, p<0.05; q 0.05;56;8=6.78, p<0.05;

q0.05;56;8=6.44, p<0.05, respectivamente) (Figura 1). O

crescimento celular observado na dose de 10 mg/ml,

pode estar relacionado com a expressão de proteínas

e fatores de crescimento envolvidos na proliferação;

ou mesmo, com uma diminuição ou ausência da

expressão de receptores essenciais a ação inibitória

da melatonina.

A ação antiproliferativa in vitro  dos indóis da

pineal foi estudada sobre diversas linhagens de células

tumorais,  como melanomas (B16), sarcomas (S180),

células semelhante a macrófagos (PUS), fibroblastos

(3T3) e coriocarcinomas (JAr). As células foram

examinadas pela mensuração da incorporação de

timidina tritiada pelas células tumorais, onde a

potência inibitória dos indóis foi encontrada na

seguinte ordem: metoxitriptamina > melatonina =

metoxitriptofol = hidroxitriptofol = ácido

metoxindolacético > serotonina = ácido

hidroxindolacético (Sze et  a l ., 1993). O efeito

inibitório da melatonina também foi descrito como

inibidor do crescimento de células tumorais mamárias

e das células do câncer de próstata (Marelli et al.,
2000; Hill & Blask, 1988; Cos & Sánchez-Barceló,

1994).

O efeito adverso dos indóis sobre a viabilidade

celular também foi investigado (Sze et al., 1993).

Estudos recentes revelaram que as linhagens celulares

de câncer de mama (MCF-7 e T47D) não foram

inibidas pelo hormônio melatonina e o tratamento
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seqüencial com melatonina e ácido retinóico,

induzindo apoptose nas células tumorais MCF-7, não

é capaz de suprimir a proliferação celular, devido uma

ausência de estimulação dos receptores do ácido

retinóico pela não utilização prévia da melatonina

(Papazisis et al., 1998; Eck et al., 1998).

Nossos resultados estão de acordo com os

efeitos antiproliferativos descritos para os indóis,

exceto na dose de 10 mg/ml. Entretanto, o mecanismo

pelo qual o hormônio suprime o crescimento das

células tumorais  não está elucidado, necessitando de

mais pesquisas para demonstrar o papel

anticancerígeno da melotonina.

Alterações eletrofisiológicas induzidas pela
melatonina sobre células H.Ep.-2 em cultura

Diferentes correntes de célula inteira induzidas

em H.Ep.-2 foram registradas (Figuras 2A e 2B):

correntes do tipo R, caracterizadas por uma fraca

dependência de voltagem para valores negativos

(Figura 2C) e correntes do tipo S, que mostraram uma

forte retificação para potenciais hiperpolarizados

(Figura 2D). Uma vez que o etanol (0,5 %) foi utilizado

para a diluição da melatonina, foi preciso testarmos

os efeitos desse agente sobre as correntes

macroscópicas dos tipos R e S. O etanol reduziu a

amplitude média dos dois tipos de correntes, sem,

entretanto, alterar sua dependência de voltagem

(Figura 2C e 2D).

A ação da melatonina (5.0, 10.0 e 15.0 mg/

ml) sobre as correntes de células inteiras em H.Ep.-2

está ilustrada na Figura 3. A amplitude média de

corrente dos tipos R e S alcançaram os seus valores

máximos na concentração de 10.0 mg/mL de

melatonina, enquanto os outros valores de

concentração (5.0 e 15.0 mg/ml) não foram

significativamente diferentes do controle (p>0.05).

Esses dados reforçam os resultados da ação

proliferativa da melatonina numa dose específica sobre

as células H.Ep.-2. Provavelmente a dose de 10.0 mg/

ml represente a resposta mais efetiva do crescimento

celular sobre as células estudadas, por ativar as

corretnes do tipo R e S (independente e dependente

de voltagem respectivamente).
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Figura 1 - Efeito da melatonina sobre a proliferação celular in vitro  nas células
do carcinoma epidermóide de laringe (H.E.p-2). * p<0,05 comparado ao con-
trole (Anova, teste de Tukey).
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Trabalhos recentes demonstram que vários

canais iônicos expressos em células de tumores

participam diretamente de sua proliferação: i) Os

canais de K+, presentes em células de câncer de mama

humano, glioma C6 de humanos e ratos;

adenocarcinoma colônico de humanos; próstata de rato

e de mieloma humanos RPMI-8226 (Grimes et al.,
1995; Woodfork et al., 1995; Skryma et al., 1997;

Shen et al., 1999; Kohler et al., 2000; Malhi et al.,
2000; Rouzaire-Dubois et al., 2000; Fraser et al.,
2000; Rane, 2000; Ranson & Sontheimer, 2001); ii)

os canais de cálcio de células de câncer de tumor

prostático humano, carcinomas renal e pancreatobiliar,

mieloma e próstata humana (Viglione et al., 1995;

Kohn et al., 1996; Wasilenko et al., 1996); iii) canais

de cloreto de células de câncer de mama humana;

colon T84, mielomas, astrocitomas humano e glioma

C6 de rato (Levitan & Garber, 1995; Chou et al., 1995;

Ulhich et al., 1995; Rouzaire-Dubois et al., 2000); e

iv) canais de sódio de células de câncer de mama

humana, pulmão e próstata de ratos (Grimes et al.,
1995; Blandino et al., 1995; Fraser et al., 2000).

As junções comunicantes ou “gap junctions”

também têm uma participação efetiva na proliferação

celular. A expressão das junções regula o ciclo celular

em tecidos normais e a ausência destas junções é

observada entre as células de tumores (Grossman et
al., 1994; Laird et al., 1999). É importante salientar
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Figura 2 – Curvas corrente versus voltagem (I-V) para os diferentes tipos de correntes de célula inteira. A e B, registros das correntes do
tipo R e S, em células individuais, ativadas a partir de 0 mV na faixa entre +110 mV a -110 mV, em intervalos de pulsos de 10 mV; C e
D, curvas I-V para as correntes do tipo R e S nas condições controles sem álcool (g, n = 3 e n = 5, respectivamente)  e controles com
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que entre todos os tipos de canais iônicos expressos

em células excitáveis e não excitáveis, os canais de

K+ são os mais diversificados do ponto de vista

estrutural e funcional (Hille, 1992).

Além do câncer existem várias doenças

genéticas humanas relacionadas às  mutações de genes

estruturais de canais iônicos, como a paralisia

periódica hipercalêmica familiar e a fibrose cística. A

primeira é causada pelos canais de Na+ do músculo

esquelético, o qual permanece aberto por um período

muito longo na presença de altas concentrações de

potássio extracelular; a segunda ocorre quando os

canais de cloreto perdem sua regulação (Hille, 1992).

Estudos realizados por Klein et al., (1999)

demonstraram que células de HeLa com semelhanças

às H.Ep-2 expressam dois tipos de canais permeáveis

ao K+: canais de K+ ativados por Ca2+ (independente

de voltagem) e canais de K+ retificadores para o

interior, independente de Ca2+ (Diaz, et al, 1995;

Sauvé et al., 1990, Sauvé 1986). Outros estudos vêm

demonstrando que a ação de substâncias inibidoras

dos canais de K+ são capazes também de inibir a

proliferação de linfócitos T e B e das células de gordura

marrom em cultura de tecidos normais (Woodfork et
al., 1995). A inibição da proliferação celular, através

de substâncias inibidoras dos canais de K+, tem sido

estudada  também em células tumorais de linfomas e

carcinomas podendo eventualmente ser utilizado no

tratamento do câncer (Woodfork et al., 1995, Grimes

et al., 1995; Skryma et al., 1997, Bianch et al., 1998;

Wang et al., 1998; Meyer & Heinemann, 1998).
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Figura 3 – Amplitude média de corrente de célula inteira em resposta a um pulso de voltagem variando de 0 mV para +70 mV
para as correntes do tipo R (lado esquerdo) e do tipo S (lado direito), em diferetnes concentrações de melatonina.
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