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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 proliferagéo celular e na
expressdo das correntes de célulasinteiras dependentes davoltagem (5.0, 10.0 e 15.0 mg/ml) sobreascélulasH.Ep.-2. Foi
também anali sadaaatividade citotoxicadamel atoninasobre amodul agéo el etrofisiol 6gicadas célulasH.Ep.-2. Osregistros
mostraram doistipos de correntes: otipo R é caracterizado por fracadependénciade voltagem paraval ores negativos; otipo
Smostrouforteretificagdo parapotenciaishiperpolarizados. Naconcentragdo de 10.0 mg/ml amel atoninaaumentou aamplitude
meédiade ambosostiposde correntes; naconcentragéo de’5.0 mg/ml somente correntesdotipo R foram expressas. A melatonina
mostrou efeito inibitorio sobre aproliferagdoin vitro de célulasH.Ep.-2. Naconcentragéo de 10.0 mg/ml amelatonina
induziuaumento macroscopiconascorrentesReS.

Palavras-chave: célulasH.Ep.-2; melatoning; el etrofisiol ogia; patch-clamp.

ABSTRACT

The effects of melatonin (1.25, 1.88, 2.50, 3.75, 7.50 e 10.0mg/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 onthe
electrophysiologic modulation of H.Ep-2 cellswasal so studied. Recordings showed twotypesof currents: the R-typewas
characterized by aweak voltage-dependencefor negative val ues; the S-type showed strong rectification for hyperpolarized
potentials. A melatonin concentration of 10.0 mg/ml increased the mean amplitude of both typesof currents; at aconcentration
of 5.0 mg/ml only R-type currentswere expressed. M elatonin showed an inhibitory effect on the proliferationinvitro of

H.Ep.-2 cells. A melatonin concentration of 10.0 mg/ml induced amacroscopicincrease of R and Scurrents.
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INTRODUCAO

A glandula pineal é considerada um
temporizador do meio interno, estando envolvida na
regulacdo de vériasfungdesfundamentais (Hardeland
et al., 1994; Wahab et al., 2000). A melatonina, N-
acetil-5-metoxitriptamina, principal horménio da

gléndula pineal pode ser produzida por todos os
animais (Poeggeler et al., 1991) talvez devido a
habilidade de sequestar radicais livres, pela alta
lipofilidade e f&cil difusibilidade nos compartimentos
celulares (Reiter et al.,1994).

Estudos recentes revelaram alteracdes
eletrofisiol6gicas e funcionais promovidas pela
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mel atonina sobre uma linhagem de células conhecida
como carcinoma epidermoide da cérvix uterina,
células HelLa (Klein et al.,1999). As células H.Ep-2
fazem parte da linhagem de células derivadas do
carcinoma epidermdide e apresentam caracteristicas
bastante similares as das células HeLa, como
crescimento rgpido e formagdo de monocamadas
(Mooreet al., 1955). Para contribuir com informactes
gque possam elucidar o mecanismo pelo qual o
hormoénio melatonina suprime o crescimento das
células tumorais, investigamos os efeitos da
melatonina sobre a proliferacéo celular e sobre a
modulagdo eletrofisioldgica das células H.Ep.-2.

MATERIAL E METODOS

Céulas: As células H.Ep.-2 foram obtidas do Banco
de Células do Rio de Janeiro (BCRJ, N°.: CR023) e
mantidas pelo Laboratério de Cultura de Células do
Departamento de Antibi6ticos da UFPE.

Droga A melatonina, N-acetil-5-metoxitriptamina
(C H NO), foi adquirida da Companhia Quimica

13 16 2 2"
Sigma e dissolvidaem 0,5 % de etanol.

Condigdes 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 solugdo de antibiéticos (penicilina
1000 Ul/mL + estreptomicina 250 mg/ml)
(Nascimento, 1993). As células foram tripsinizadas e
contadas (Benchimol et al., 1996), obtendo-se uma
suspensao de 5.10* células/ml, 24 horasantesdo inicio
do experimento.

Apbs cada tripsinizagéo, foi determinada a
viabilidade celular pelo teste de exclusdo do Azul
Tripan (MERCK) 0,4 % p/v, em PBS, numa proporgéo
de 1:10 (corante: amostra da suspencéo celular), que
permite determinar a porcentagem de células vivas e
mortas (Weisenthal, 1983). A contagem das células
foi realizada através de um microscépio invertido

LEITZ. Para ostestes de citotoxicidade e o estudo da
modulacdo eletrofisioldgica das células H.Ep.-2 sob
acdo do horménio melatonina, foram utilizadas
preparacdes celulares cuja viabilidade se encontrava
acima de 95%.

Determinacdo da atividade citotOxica Para
determinacdo da citotoxicidade (Geran et al., 1972)
com células H.Ep.-2, foi preparada uma suspensdo de
5x10* células/ml de meio e distribuida em placas de
culturacom 96 pocos. Estas placas foram incubadas a
37° C em estufa (Sedas, Mildo-1tdlia) com atmosfera
de5 % de CO . Apés 24 horas, o horménio foi
adicionado as czélulas, nas seguintes concentragoes:
1.25, 1.88, 2.50, 3.75, 5.00, 7.50, 10.00 mg/ml. Cada
concentragdo foi testada em quadruplicata. O meio
de culturasem suplementofoi utilizado como controle.
Setentae duashoras apdsaincubagéo das célulascom
amelatonina, foi adicionado 25 ml de Brometo[3-{4,5-
dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazolio] (MTT ou sal
tetrazdlio - SIGMA) a5% em PBS (p/v), a cada poco,
e aplacafoi reincubada a 37° C por mais duas horas.
Ao término deste periodo, o meio de cultura,
juntamente com o excesso de MTT, foi aspirado dos
pocos e 100 ml de DM SO foram adicionados a cada
poco para dissolucdo dos cristais formazan. A leitura
Optica foi realizada em um registrador automético de
placas modelo 3550 BIO-RAD a 595 nm. O ensaio
colorimétrico do MTT baseia-se ha capacidade que
as células vivas tém de transformar o sal tetrazolio
soluvel, de cor amarela, em um precipitado de
formazan insolUvel, de cor purpura, que precipita
devido a a¢do de uma enzima mitocondrial, a succinil
desidrogenase (Hess & Pearse, 1963; Mosman, 1983).

Descricdo da técnica de patch-clamp: A técnica de
patch- clamp foi utilizada de acordo com a descri¢éo
de Hamill etal. (1981). Osregistros de correntesforam
obtidos através de micropipeta, na configuracéo de
célula inteira ou “whole-cell”, preenchida com uma
solucéo salina (solucéo interna). Esta solucéo banha
um eletrodio de Ag/AgCI conectado aum amplificador
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de patch (List EPC8 - HEKA Elektronik), acoplado a
um computador IBM compativel (PC 486) através de
um conversor A/D (Lab PC +, National Instruments).

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

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

amicropipetafoi direcionada até a célulacom aguda
de um micromanipulador MX3 (Narishige, Japao).

Ap6s o contato da ponta da micropipeta com a
membrana celular, a resisténcia elétrica medida
através de um pulso de 10 mV, foi monitorada até que
atingisse valores da ordem de 3 a 15 Gigaohms (selo

Gigabhmico). A partir do selo, aconfiguragéo “whole-
cell” foi obtidapor sucgBesrapidas. A solugdo interna
(mM) foi composta por : KCl 150; CaCl, 3,81; MgCl,
0,112; EGTA 5, tamponada com HEPES 10 e pH
gjustado para 7,4 com KOH. Para a determinacdo da
concentragcao de Ca?* livre, fixada em 2 x107 M, foi
utilizado o programa “MaxChelator”.

As células H.Ep.-2 foram cultivadas em placas
de 6 pocos com laminulas de vidro redondas
(THERMANOXO) para facilitar a aderéncia e
formagdo de monocamadas. O protocolo de cultivo
foi mantido como descrito anteriormente. Setenta e
duas horas apds a incubacgdo das células com
melatonina, procedeu-se a troca do meio de cultivo
por solucdo externa (Hank’s Balanced Salt Solution)
com a seguinte composi¢ao (mM): NaCl 140; KCI
4,6; MgCI 1; CaCI 1,6; glicose 10; NaHCO 5e
HEPES 10 em um pH de 7,4 gjustado com NaOH
As solucbes externa e interna foram filtradas com
membranas (MILLIPORE), tipo GS, de éster de
celulose, com poros de 0,22 mm. As resisténcias de
acesso das micropipetas de patch-clamp foram de 4-6
MegaOhms.

Anélise Estatistica: Foi utilizada a analise de
variancia com um fator (ANOVA), seguido do teste
de Tukey para comparacGes multiplas. O nivel de
significancia foi de 5%

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

Houve diferenca significativa no crescimento
das células da linhagem do carcinoma epiderméide
de laringe (H.Ep.-2) sob a influéncia da melatonina
por um periodo de trés dias (ANOVA:
FO005;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 proliferagéo das células (H.Ep.-2)
quando comparadas ao controle (Tukey: q ; o;.,5=6-27,
P<0.05; 0 g5.56.5=7-29, P<0.05; @ o5.6.5=5-42, p<0.05;
Oo.05:56:5=90-99,  P<0.05; g g5.56.=6.78, P<0.05;
o.05:565=6-44, P<0.05, respectivamente) (Figura 1). O
crescimento celular observado na dose de 10 mg/ml,
pode estar relacionado com a expressao de proteinas
e fatores de crescimento envolvidos na proliferacgéo;
ou mesmo, com uma diminui¢do ou auséncia da
expressao de receptores essenciais a agdo inibitoria
da melatonina.

A acdo antiproliferativa in vitro dos indéis da
pineal foi estudadasobre diversaslinhagensde células
tumorais, como melanomas (B16), sarcomas (S180),
células semelhante a macréfagos (PUS), fibroblastos
(3T3) e coriocarcinomas (JAr). As células foram
examinadas pela mensuracdo da incorporagdo de
timidina tritiada pelas células tumorais, onde a
poténcia inibitéria dos inddis foi encontrada na
seguinte ordem: metoxitriptamina > melatonina =
metoxitriptofol = hidroxitriptofol = &cido
metoxindolacético > serotonina = &cido
hidroxindolacético (Sze et al., 1993). O efeito
inibitério da melatonina também foi descrito como
inibidor do crescimento de células tumorais mamérias
e das células do céncer de préstata (Marelli et al.,
2000; Hill & Blask, 1988; Cos & Sénchez-Barcel,
1994).

O efeito adverso dos inddis sobre a viabilidade
celular também foi investigado (Sze et al., 1993).
Estudosrecentesrevelaram que aslinhagenscelulares
de cancer de mama (MCF-7 e T47D) ndo foram
inibidas pelo hormdnio melatonina e o tratamento
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Figural- Efeito damelatoninasobre aproliferagdo celular invitro nascdulas
do carcinomaepidermoidedelaringe (H.E.p-2). * p<0,05 comparado ao con-

trole(Anova, testede Tukey).

sequencial com melatonina e acido retindico,
induzindo apoptose nas células tumorais MCF-7, ndo
€ capaz de suprimir a proliferacéo celular, devido uma
auséncia de estimulagcao dos receptores do acido
retindico pela ndo utilizacdo prévia da melatonina
(Papazisis et al., 1998; Eck et al., 1998).

Nossos resultados estdo de acordo com os
efeitos antiproliferativos descritos para os inddis,
exceto nadose de 10 mg/ml. Entretanto, o mecanismo
pelo qual o hormonio suprime o crescimento das
célulastumorais néo esta el ucidado, necessitando de
mais pesquisas para demonstrar o papel
anticancerigeno da melotonina.

Alteracdes eletrofisiolégicas induzidas pela
melatonina sobre células H.Ep.-2 em cultura

Diferentes correntes de célulainteirainduzidas
em H.Ep.-2 foram registradas (Figuras 2A e 2B):
correntes do tipo R, caracterizadas por uma fraca
dependéncia de voltagem para valores negativos
(Figura2C) e correntes do tipo S, que mostraram uma
forte retificacéo para potenciais hiperpolarizados

(Figura2D). Umavez que o etanal (0,5 %) fai utilizado
para a diluicdo da melatonina, foi preciso testarmos
os efeitos desse agente sobre as correntes
macroscopicas dos tipos R e S. O etanol reduziu a
amplitude média dos dois tipos de correntes, sem,
entretanto, alterar sua dependéncia de voltagem
(Figura 2C e 2D).

A agdo da melatonina (5.0, 10.0 e 15.0 mg/
ml) sobre as correntes de células inteiras em H.Ep.-2
estd ilustrada na Figura 3. A amplitude média de
corrente dos tipos R e S alcangaram o0s seus valores
maximos na concentragdo de 10.0 mg/mL de
melatonina, enquanto os outros valores de
concentragéo (5.0 e 15.0 mg/ml) n&o foram
significativamente diferentes do controle (p>0.05).

Esses dados reforgam os resultados da agéo
proliferativadamel atoninanumadose especificasobre
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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Figura2 — Curvas corrente versus voltagem (I-V) para os diferentes tipos de correntes de célulainteira. A e B, registros das correntes do
tipo Re S, em cdulasindividuais, aivadas a partir de 0 mV nafaixaentre +110 mV a-110 mV, em intervalos de pulsosde 10 mV; C e
D, curvas |-V paraas correntes do tipo R e S nas condicdes controles sem dcool (., n=3en=5, respectivamente) e controlescom

dcool (L n=5 paraambos).

Trabalhos recentes demonstram que varios
canais ionicos expressos em células de tumores
participam diretamente de sua proliferagdo: i) Os
canais de K+, presentes em células de cancer de mama
humano, glioma C6 de humanos e ratos;
adenocarcinomacol 6nico de humanos; prostataderato
e de mieloma humanos RPM1-8226 (Grimes et al.,
1995; Woodfork et al., 1995; Skryma et al., 1997,
Shen et al., 1999; Kohler et al., 2000; Mahi et al.,
2000; Rouzaire-Dubois et al., 2000; Fraser et al.,
2000; Rane, 2000; Ranson & Sontheimer, 2001); ii)
os canais de célcio de células de cancer de tumor
prostético humano, carcinomasrenal e pancreatobiliar,
mieloma e préstata humana (Viglione et al., 1995;

Kohn et al., 1996; Wasilenko et al., 1996); iii) canais
de cloreto de células de cancer de mama humana;
colon T84, mielomas, astrocitomas humano e glioma
C6 derato (Levitan & Garber, 1995; Chouet al., 1995;
Ulhich et al., 1995; Rouzaire-Dubois et al., 2000); e
iv) canais de sodio de células de cancer de mama
humana, pulméo e prostata de ratos (Grimes et al.,
1995; Blandino et al., 1995; Fraser et al., 2000).
As jungBes comunicantes ou “gap junctions”
também tém uma participagdo efetiva na proliferacdo
celular. A expressdo dasjungdesregulao ciclo celular
em tecidos normais e a auséncia destas jungdes é
observada entre as células de tumores (Grossman et
al., 1994; Laird et al., 1999). E importante salientar
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Figura3 — Amplitude média de corrente de cdlulainteira em resposta a um pulso de voltagem variando de 0 mV para+70 mV
paraas correntes do tipo R (lado esquerdo) e do tipo S (lado direito), em diferetnes concentractes de melatonina.

gue entre todos os tipos de canais i 6ni cos expressos
em células excitéveis e ndo excitaveis, os canais de
K* séo os mais diversificados do ponto de vista
estrutural e funcional (Hille, 1992).

Além do cancer existem varias doencas
genéticas humanasrel acionadas as mutacfes de genes
estruturais de canais ibnicos, como a paralisia
periddica hipercalémica familiar e a fibrose cistica. A
primeira é causada pelos canais de Na* do misculo
esguelético, o qual permanece aberto por um periodo
muito longo na presenca de altas concentracOes de
potassio extracelular; a segunda ocorre quando os
canais de cloreto perdem sua regulacdo (Hille, 1992).

Estudos realizados por Klein et al.,(1999)
demonstraram que células de Hel.a com semelhangas
as H.Ep-2 expressam dois tipos de canais permeaveis

ao K*: canais de K* ativados por Ca?* (independente
de voltagem) e canais de K* retificadores para o
interior, independente de Ca?* (Diaz, et al, 1995;
Sauvé et al., 1990, Sauvé 1986). Outros estudos vém
demonstrando que a ag&o de substancias inibidoras
dos canais de K* sdo capazes também de inibir a
proliferacdo delinfdcitos T e B edascélulasdegordura
marrom em cultura de tecidos normais (Woodfork et
al., 1995). A inibicdo da proliferagdo celular, através
de substéncias inibidoras dos canais de K*, tem sido
estudada também em células tumorais de linfomas e
carcinomas podendo eventualmente ser utilizado no
tratamento do cancer (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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