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RESUMO  

 

O presente estudo teve por objetivo avaliar a regulação da melatonina (MT) sobre 

proliferação celular e expressão de interleucina-6 (IL-6) em células de câncer de boca 

induzida pela norepinefrina (NE) e epinefrina (EP). Primeiramente, células das linhagens 

SCC9 e SCC25 foram cultivadas em meio de cultura composto de Eagle modificado por 

Dulbecco’s (DMEM) e meio de cultura F12 (DMEM/F12) e mantidas a 37°C em 

atmosfera úmida de 5% de gás carbônico (CO2). Os estímulos hormonais foram 

realizados por 3, 6 e 24h com MT em concentrações de 1mM, 5mM e 10mM, EP 10 µM 

e NE 10 µ. Para os grupos em que se avaliou o efeito da MT com os hormônios do 

estresse, as células foram estimuladas com MT (1mM, 5mM e 10mM) 1 hora antes dos 

estímulos com EP (10 µM) e NE (10 µM). Células não estimuladas foram utilizadas como 

controle. O potencial proliferativo das células foi avaliado pela técnica de BrdU com kit 

específico e por ensaio de MTT. A expressão de IL-6 foi analisada por rt-PCR em tempo 

real.  Os resultados mostraram que os hormônios epinefrina e norepinefrina induziram 

aumento da proliferação das células SCC9 e SCC25 em todos os períodos avaliados. A 

melatonina em concentrações de 5 e 10 mM promoveu redução da proliferação celular 

induzida pela epinefrina e norepinefrina. A expressão gênica de IL-6 mostrou-se 

aumentada após 6 horas de tratamento com norepinefrina e epinefrina (10 µM). O 

tratamento com melatonina (5 mM) foi capaz de reduzir significativamente a expressão 

de IL-6 induzida pelos hormônios do estresse. Estes resultados em conjunto denotam que 

a melatonina pode atenuar a proliferação de células de câncer de boca induzida por 

hormônios relacionados ao estresse, efeito este que pode ter sido associado à influência 

da melatonina sobre a expressão de IL-6.   

 

Palavras-chave: melatonina, câncer de boca, estresse, norepinefrina, epinefrina, 

Interleucina-6.  
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ABSTRACT  

 

The present study aimed to evaluate the regulation of melatonin on cell proliferation and 

IL-6 expression by norepinephrine and epinephrine-induced oral cancer cells. First, SCC9 

and SCC25, cell strains were cultured in Dulbecco's modified Eagle's compound culture 

medium (DMEM) and F12 culture medium (DMEM / F12) and maintained at 37 ° C in a 

humidified 5% CO2 atmosphere. Hormonal stimuli were performed with norepinephrine 

(10 µM) and epinephrine (10 µM) for 3, 6 and 24h in the presence or absence of melatonin 

(1 mM, 5 mM and 10 mM). Unstimulated cells were used as controls. Cell proliferative 

potential was evaluated by BrdU technique with specific kit and MTT assay. IL-6 

expression was analyzed by rt-PCR in real time. The results showed that the epinephrine 

and norepinephrine hormones induced significant increase of SCC9 and SCC25 cell 

proliferation in all periods evaluated. Melatonin at concentrations of 5 and 10 mM 

demonstrated potential to reduce epinephrine and norepinephrine-induced cell 

proliferation. IL-6 gene expression was significantly increased after treatment with 

norepinephrine and epinephrine (10 µM) after 6 hours. Treatment with melatonin (5 mM) 

in the presence of epinephrine or norepinephrine was able to significantly reduce IL-6 

expression. These findings showed that melatonin may affect the proliferation of oral 

cancer cells induced by stress-related hormones (norepinephrine and epinephrine) and 

this effect was mediated by IL-6 expression.  

 

Key words: melatonin, oral cancer, stress, noradrenaline, epinephrine, interleukin-6. 
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4 INTRODUÇÃO  
 

O câncer de boca é o principal tipo de câncer de cabeça e pescoço e o sexto 

tipo mais comum de neoplasia maligna na população mundial 1. O Carcinoma 

Espinocelular (CEC) é o câncer de boca mais prevalente e apresenta como principais 

fatores etiológicos o tabagismo e o alcoolismo crônico. Cerca de 300.000 novos casos 

CEC de boca são diagnosticados anualmente no mundo e este número vem crescendo 

particularmente na população mais jovem 2. Mais da metade dos portadores de CEC de 

boca apresentam metástases regionais ou à distância no momento do diagnóstico, o que 

explica o alto índice de mortalidade para a doença em média após 5 anos. 1 Justamente 

por ameaçar a sobrevivência e a qualidade de vida dos pacientes, o diagnóstico do câncer, 

seu tratamento e o processo de sobrevivência à doença podem ser extremamente 

estressantes fazendo com que os pacientes experimentem altos níveis de ansiedade, 

depressão, irritabilidade, estresse físico e psicológico.   

O estresse tem sido considerado uma condição intrínseca dos seres humanos, 

sendo essencial para estimular os indivíduos a perceberem e reagirem aos desafios 

internos e externos da vida apresentando, portanto, efeitos adaptativos e protetores em 

curto prazo. Entretanto, esta condição parece ser nociva nos casos em que se torna 

crônica, como ocorre normalmente no câncer.  

Em geral, o estresse crônico é acompanhado pelo aumento dos níveis de 

norepinefrina (NE) e epinefrina (E), catecolaminas liberadas pela medula supra-renal e 

pelos neurônios do sistema nervoso simpático (SNS). O estresse também pode acarretar 

elevação da produção do hormônio cortisol, devido uma desregulação do eixo 

hipotalâmico-hipofisário-adrenal (HPA) 3,4.  

Alguns estudos demonstraram pontualmente que o estresse crônico e seus 

neurohormônios podem influenciar o aparecimento e progressão do câncer 3,5,6. Pesquisas 
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recentes revelaram que a norepinefrina pode, por exemplo, aumentar a neovascularização 

tumoral e o consequente crescimento de tumores malignos 3,4. Estes efeitos são mediados 

por receptores β-adrenérgicos e podem também alterar a expressão de moléculas 

angiogênicas no microambiente tumoral 7. Os hormônios derivados do estresse crônico 

também são capazes de reduzir a citotoxicidade das células natural killers, inibindo a 

resposta celular para algumas citocinas e agindo diretamente em células tumorais, 

alterando a produção de quimiocinas, fatores de crescimento e citocinas 8,9.  

Diversos estudos têm mostrado que a norepinefrina, em condições que simulam 

o estresse, pode desregular a expressão de moléculas associadas à proliferação e invasão 

das células cancerígenas em células de câncer de mama, ovário, próstata e pele 3–6. Xie et 

al., 10 utilizando um modelo ortotópico em camundongos atímicos, mostraram que o 

estresse crônico por retenção aumentou o crescimento do CEC de boca. Este resultado foi 

acompanhado por aumento dos níveis plasmáticos de norepinefrina e aumento da 

expressão de metaloproteinases (MMPs) e fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF). Também foi demonstrado que a norepinefrina, em concentrações que simulam 

o estresse crônico, estimulou a proliferação celular em células de CEC de boca. Este 

evento foi mediado por receptores beta-adrenérgicos e pela secreção de Interleucina-6 

(IL-6), uma citocina pró-inflamatória associada à angiogênese e progressão tumoral 11. 

Estudos clínicos também demonstram que níveis sistêmicos de IL-6 pré-tratamento são 

preditivos para a recidiva e menor sobrevida de pacientes com câncer de cabeça e pescoço 

12,13.  

A melatonina é um hormônio sintetizado pela glândula pineal em resposta ao 

escuro e secretada no sangue e líquido cefalorraquidiano (LCR). Este hormônio apresenta 

papel fundamental no ciclo circadiano, na regulação da pressão arterial, reprodução 

sazonal e tempo de sono. Ensaios clínicos e experimentos laboratoriais têm demonstrado 
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que a melatonina possui a capacidade de regular a progressão tumoral e ocorrência de 

metástases do câncer de cabeça e pescoço 12. Em doses farmacológicas, a melatonina é 

capaz de suprimir a proliferação de células do câncer de boca, reduzindo a expressão de 

histona desmetilase específica de lisina 1 (LSD1) 13. Associado a seu efeito em reduzir a 

viabilidade de linhagens celulares de CEC de boca, evidências apontam que a melatonina 

pode diminuir a produção das moléculas pró-angiogênicas fator 1-alfa induzível por 

hipóxia (HIF-1α) e VEGF, e inibir a expressão de genes pró-metastáticos como a 

proteína-quinase 1 (ROCK-1) 14. Além disso, tem sido reportado que a melatonina pode 

reduzir a proliferação de células do câncer de cabeça e pescoço por reduzir os danos 

causados por espécies tóxicas derivadas do oxigênio 12. A melatonina também regula a 

proliferação e a apoptose em vários tipos de câncer devido sua ação sobre a via de 

sinalização do p53, gene supressor de tumor que reconhece e repara danos ao DNA, bem 

como regula o clico celular, proliferação e apoptose 12. Investigações em outros modelos 

biológicos mostram que a melatonina reduz a secreção de IL-6 em cultura de monócitos, 

e diminui os níveis desta citocina pró-inflamatória via ativação de proteínas cinases 

ativadas por mitogênio P38 (p38 MAPK) e factor nuclear kappa B (NFKB) 15. Além 

disso, a melatonina pode regular os níveis de citocinas pró-inflamatórias em alguns 

modelos de câncer. Porém, até o momento, não existem evidências da influência da 

melatonina sobre a produção de IL-6 por células do câncer de cabeça e pescoço. Como 

visto, enquanto os hormônios do estresse, como a norepinefrina, podem aumentar a 

proliferação celular e induzir dano ao DNA nas células cancerígenas, evidências 

demonstram que a melatonina possui efeitos anti-proliferativos. Até o momento não há 

estudos que tenham investigado as interações desses dois hormônios sobre o 

comportamento das células do câncer de boca. 



15 
 

Este estudo teve, portanto, o objetivo de avaliar a regulação da melatonina sobre 

proliferação celular e expressão de IL-6 por células de câncer de boca induzida pela 

norepinefrina e epinefrina.  
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5 METODOLOGIA 

 

5.1 Cultura de células  

As linhagens celulares derivadas de CEC de boca SCC9 (paciente masculino 25 

anos) e SCC25 (paciente masculino 70 anos), ATCC, EUA, foram utilizadas para avaliar 

os efeitos da melatonina sobre a proliferação celular e sobre a expressão gênica de IL-6 

induzida pela norepinefrina e epinefrina. As células foram cultivadas em meio de cultura 

Eagle modificado por Dulbecco’s (DMEM) e F12 (DMEM/F12; Invitrogen, Carlsbad, 

CA, EUA) na proporção 1:1, suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO, 

Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 100 µg/ml de penicilina e 0,1% de 

gentamicina. As células foram mantidas em condições padrão de cultivo celular a 37°C e 

atmosfera úmida com 5% de CO2.  

 

5.2 Estímulos hormonais 

Para realização dos estímulos hormonais as células SCC9 e SCC25 foram 

plaqueadas em placas de 96 poços para os ensaios de proliferação celular BrdU (BrdU 

Cell Proliferation Kit, Chemicon, Millipore, USA) e MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2-il] -

2,5-difenil brometo de tetrazolium) (Sigma ChemicalCo., St. Louis, Mo, USA), com 7 x 

104 células por poço, e em placas de 24 poços para o ensaio de PCR tempo real, com 105 

células por poço. Para todos os ensaios as células de ambas as linhagens foram plaqueadas 

em meio de cultura DMEM/F12 com 10% de soro fetal bovino (GIBCO, Invitrogen Life 

Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 100 µg/ml de penicilina e 0,1% de gentamicina. 

Quarenta e oito horas após o plaqueamento e ao atingirem cerca de 50% de confluência, 

as células foram mantidas por mais 24 horas em meio de cultura DMEM/F12 em 

concentração reduzida de soro fetal bovino de 0,5%. Posteriormente, as células foram 
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estimuladas por 3, 6 e 24h com MT em concentrações de 1mM, 5mM e 10mM, EP 10µM 

e NE 10 µM. Para os grupos em que se avaliou o efeito da MT com os hormônios do 

estresse, as células foram estimuladas com MT (1 mM, 5mM e 10mM) 1 hora antes dos 

estímulos com EP (10µM) e NE (10µM) 6. Células não estimuladas foram utilizadas como 

controle. 

 

5.3 Ensaio de Proliferação celular – BrdU 

Células cultivadas e estimuladas de acordo com os itens 5.1 e 5.2 foram 

utilizadas para avaliação do potencial proliferativo utilizando-se a técnica de 

incorporação de BrdU com kit específico (BrdU Cell Proliferation Kit, Chemicon, 

Millipore, USA) de acordo com as recomendações do fabricante.  

 

5.4 Ensaio de Proliferação celular – MTT 

Para análise da proliferação celular pelo ensaio de MTT, células SCC9 e SCC25 

foram cultivadas e estimuladas conforme descrito acima nos itens 5.1 e 5.2, 

respectivamente. Na sequência, as células viáveis foram então coradas com o corante 

formazam (3-[4,5-dimethylthiazol-2-il] -2,5-difenil brometo de tetrazolium) (MTT) 

(Sigma ChemicalCo., St. Louis, Mo, USA). A solução de MTT (5mg de 2,5-difenil 

brometo de tetrazolium) foi dissolvida em 1 mL de PBS, filtrada e esterilizada utilizando 

filtro Millipore 0,22 μm (Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Suíça). Então, foi 

adicionado a cada poço 100 μL da solução (10 μL de MTT por 90 μL de meio de cultura) 

contendo as células pós-estímulo onde permaneceram incubados por 2 horas a 37°C em 

5% de CO2 e 100% de umidade. Posteriormente, a solução de MTT foi retirada dos poços 

e descartada. Álcool isopropílico (100 μL) (Merck KGaA, Darmstadt, Hesse, Alemanha) 

foi adicionado às células e deixadas em mesa agitadora à temperatura ambiente por 30 
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minutos para dissolução dos cristais azuis formados a partir do MTT. A solução azul foi 

então transferida para uma placa de microtitulação de 96 poços e levada ao 

espectrofotômetro (Spectra Max 190; Molecular Devices, Sunnyvale, California, USA) 

para mensuração das absorbâncias em comprimento de onda ajustado para 570 nm.  

 

5.5 Análise da expressão de RNAm para IL-6 nas linhagens tumorais 

por RT-PCR em tempo real  

RT-PCR em tempo real foi utilizado para avaliar a expressão de IL-6 pelas 

linhagens celulares SCC9 e SCC25 estimuladas com os hormônios melatonina, 

norepinefrina e epinefrina conforme descrito no item 5.2. O RNA total foi extraído com 

Trizol. Para isto, após os estímulos de 6 horas removeu-se os sobrenadantes e 

acrescentou-se 1mL de Trizol por poço para a coleta. Amostras de RNA foram suspensas 

em 20 µL de água ultrapura livre de RNAse e estocadas a -80°C para síntese de DNA 

complementar (cDNA). A quantidade e qualidade do RNA foram verificadas por 

espectofotometria e o cDNA foi sintetizado com kit específico (High Capacity RNA to 

cDNA kit; Invitrogen Life Technologies) usando-se 2 µg de RNA total de acordo com as 

recomendações do fabricante. Níveis de RNAm para o gene estudado foi mensurado pelo 

sistema Taqman® no aparelho de PCR em tempo real Step-one (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA) de acordo com recomendações do fabricante. O gene da ß-actina 

foi usado como controle endógeno. Para cada gene testado foram utilizados primers 

inventoriados (Invitrogen Life Technologies; USA), sendo: ß-actina (Hs01060665_ g1) e 

IL-6 (Hs00174131_m1). As reações foram realizadas com volume final de 20 µl e cada 

amostra foi corrida em triplicata. As condições térmicas de ciclagem usadas foram 

universais de acordo com as recomendações do fabricante. Os níveis de expressão de IL-

6 em cada amostra foram normalizados para os níveis de RNAm da ß-actina. A 
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quantidade relativa (RQ) de RNAm IL-6 foi calculada utilizando o método de CT 

comparativo. Os resultados foram apresentados em porcentagem de aumento ou redução 

da expressão do gene alvo nas células tratadas com os hormônios em relação às células 

não estimuladas (grupos controles). 

 

5.5 Análise estatística 

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste ANOVA e na 

sequência pelo teste de Bonferroni. P<0,05 foi considerado estatisticamente significante. 
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6 RESULTADOS  

 

6.1 A melatonina inibe a proliferação das células do CEC de boca 

induzida pelos hormônios do estresse   

O ensaio de MTT foi utilizado para avaliar o efeito da MT sobre o potencial 

proliferativo induzido pelos hormônios NE e EP. O MTT mostrou que o tratamento das 

células SCC9 e SCC25 com EP e NE por 3, 6 e 24h aumentou significativamente a 

proliferação celular comparado às células não tratadas (Figura 1 e 2).  

O efeito da MT sobre as células SCC9 e SCC25 variou de acordo com a 

concentração. Melatonina 1 mM estimulou a proliferação das células SCC9 após 3 e 24h 

(Figura 1 A, C, D e F), já para as células SCC25 o aumento na proliferação celular foi 

observado após 6 h de tratamento (Figura 2 B e E). As maiores concentrações de MT, por 

outro lado, reduziram a proliferação das células SCC9 em todos os períodos avaliados, e 

das células SCC25 somente após 24 h de tratamento (Figura 2).  

A estimulação das células SCC9 com MT (1, 5 e 10 mM) 1 hora antes da 

exposição à NE e EP foi capaz de reverter o efeito proliferativo induzido por esses 

hormônios em todos os períodos analisados (Figura 1). Para a linhagem celular SCC25, 

a MT nas maiores concentrações (5 e 10 mM) inibiu significativamente o potencial 

proliferativo induzido pela EP em todos os períodos estudados (Figuras 2 A, B, C). O 

efeito da NE nas células SCC25 foi revertido pela MT nas maiores concentrações após 6 

e 24h (Figura 2 E e F). 

O ensaio de BrdU também confirmou o aumento da proliferação celular induzido 

pelos hormônios relacionados ao estresse nas células SCC9 (EP após 24 h; NE após 6 e 

24 h) (Figura 3 C, D e E) e SCC25 (EP após 3 e 6 h; NE após 3, 6 e 24h) (Figura 4 A, B, 

D, E e F). De maneira geral, a exposição das células SCC9 e SCC25 às concentrações 
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mais altas de MT (5 e 10 mM) reduziu significativamente a proliferação celular 

comparado às células não estimuladas em todos os períodos avaliados (Figuras 3 e 4). 

Como observado nas figuras 3 e 4 a estimulação das células SCC9 e SCC25 com MT nas 

maiores concentrações previamente aos estímulos com os hormônios do estresse reduziu 

significativamente a proliferação celular induzida pelos hormônios.  

 

6.2 A melatonina regula a expressão de RNAm para IL-6 em células 

do CEC de boca estimuladas com epinefrina e norepinefrina 

O tratamento das células SCC9 e SCC25 com hormônios relacionados ao 

estresse, EP e NE (10 µM), aumentaram em aproximadamente 300% a expressão de 

RNAm para IL-6 após 6 horas de tratamento (Figura 5 A, B). Por outro lado, a 

estimulação das células SCC9 com MT à 5 mM reduziu significativamente a expressão 

de IL-6 comparado às células SCC9 não estimuladas. Em relação as células SCC25 esta 

redução da expressão de IL-6 provocada pela MT não atingiu significância s (Figura 5 A, 

B). Uma forte inibição da expressão aumentada de IL-6 induzida pelos hormônios do 

estresse foi observada após o tratamento com MT (5 mM) nas células SCC9 (EP) e SCC25 

(EP e NE) (Figura 5 A e B).  
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7 DISCUSSÃO  

Este estudo forneceu as primeiras evidências de que a melatonina pode 

influenciar a resposta proliferativa de células de câncer de boca estimuladas por 

hormônios relacionados ao estresse crônico. Os resultados demonstraram que a MT foi 

capaz de inibir a proliferação celular e reduzir a expressão de IL-6 em células de CEC de 

boca estimuladas com EP e NE.  

Sabe-se que a NE e a EP regulam várias funções vitais. Em condições normais, 

os níveis circulantes de NE e a EP variam de 10 pmol/L a 1 nmol/L; no entanto, sob 

condições de estresse psicológico, esses níveis podem aumentar até 100 nmol/L após a 

ativação do eixo simpático-adrenal-medular 16. O fato da resposta simpática ao estresse 

ter característica sistêmica reforça a ideia de que as células no microambiente tumoral 

podem estar sujeitas a alterações causadas por níveis hormonais que ocorrem à distância 

e localmente 17. Entre os pacientes diagnosticados com câncer, a hiperatividade acima do 

nível basal desse eixo simpático-adrenal-medular tem sido reportada e pode estar 

relacionada ao estresse e sintomas de depressão, ansiedade e irritação 18.  

Os dados obtidos na presente pesquisa demonstraram que concentrações de EP 

e NE que simulam aquelas encontradas no microambiente tumoral sob condições de 

estresse crônico, induziram um aumento significativo na proliferação celular de ambas as 

linhagens de carcinoma de boca, SCC9 e SCC25, após os diferentes períodos de 

tratamento. Sood et al. 19 também encontraram que concentrações de NE e EP que 

mimetizam as encontradas em condições de estresse, aumentaram significativamente o 

potencial invasivo e a proliferação de células de câncer de ovário. Outro estudo também 

apontou que o tratamento com NE em concentrações semelhantes às secretadas em 

condições de estresse crônico aumentou o potencial metastático em camundongos com 

câncer de próstata, aumentando significativamente a atividade migratória das células 
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cancerígenas de maneira dependente da concentração do hormônio 20. Anteriormente 

nossa equipe já havia reportado que a NE promove aumento da proliferação das células 

do SCC9 e SCC25 11, mas estes mesmos resultados com o hormônio EP ainda não haviam 

sido demonstrados.  

A MT é um hormônio produzido principalmente pela glândula pineal, e tem 

atividade oncostática devido a sua capacidade de reduzir o estresse oxidativo inibindo a 

atividade de enzimas pró-oxidativas e estimulando enzimas antioxidantes, atividade anti-

inflamatória e de vasoregulação. Além disso, a MT tem capacidade de modular o sistema 

imunológico aumentando a imunidade inata e adquirida e age como reguladora do ciclo 

circadiano 21–24 . Estudo recente de nosso grupo mostrou que ratos com supressão da 

secreção de melatonina por pineleactomima apresentaram maior ocorrência de 

carcinomas de boca induzidos quimicamente 25. Os tumores dos ratos pinealectomizados 

também se apresentaram mais agressivos que os tumores dos animais sham (controle). 

Em nosso estudo, o tratamento das células com melatonina em concentrações de 5 e 10 

mM foi capaz de inibir a proliferação das células SCC9 e SSC25 estimuladas com NE e 

EP. Lui et al 26 também encontraram que a MT exerceu um efeito antiproliferativo e de 

antiangiogênese em células de câncer de boca. Resultados semelhantes também foram 

observados em um estudo conduzido por Colombo J. et al. 27 em que a MT à 1 mM reduziu 

a proliferação, migração e invasão de células de hepatocarcinoma. 

A literatura tem mostrado que a MT possui uma estrutura lipofílica que penetra 

as membranas celulares difundindo-se facilmente para o núcleo e mitocôndria, 

interagindo tanto com estruturas extracelulares como intracelulares. Desta forma, a MT é 

capaz de induzir atraso do ciclo celular na fase S, diminuição do consumo de oxigênio, 

regulação negativa da expressão de linfoma de células B 2 (Bcl-2) e aumento do estresse 

oxidativo, resultando em morte celular independente da caspase-3 28. Estes efeitos 
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poderiam, pelo menos em parte, explicar a redução da proliferação celular observada no 

presente estudo após o tratamento com melatonina. 

Os resultados também mostraram que as células estimuladas com NE e EP 

mostraram aumento da expressão de IL-6 e o tratamento com MT foi capaz de reduzir a 

expressão desta citocina tanto nas células SCC9 como nas células SCC25. A inibição da 

expressão de IL-6 estimulada pela NE e EP nas células de CEC de boca também poderia 

ser um mecanismo envolvido na redução da proliferação celular observada após o 

tratamento de ambas as linhagens com melatonina. . Estudos demonstraram que níveis 

elevados de IL-6 estão associados à invasão, aumento do tamanho de tumores, metástases 

e diminuição da sobrevida de pacientes com câncer de boca 15 ,além de estar associada à 

metástase, angiogênese e invasão em outros diversos tipos de câncer 29. Thomas et al. 30 

também apontaram que a IL-6 é capaz de contribuir para a imunossupressão, além de 

levar a uma maior proliferação, invasividade e progressão do tumor pancreático. Portanto, 

os resultados do presente estudo indicam um possível papel protetor da melatonina nos 

efeitos dos neurohormônios relacionados ao estresse sobre a progressão do câncer de 

boca.  

 

8 CONCLUSÃO 

O hormônio melatonina reduz a proliferação das células de câncer de boca 

induzida pelos hormônios do estresse epinefrina e norepinefrina. Este efeito pode estar 

relacionado a via de inibição promovida pela melatonina na expressão da citocina IL-6 

nas células tumorais.   
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Figuras 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Células SCC9 foram estimuladas com EP (10µM), NE (10µM), MT (1, 5 e 10 mM), MT (1, 5 e 10 mM) + EP (10µM) e MT (1, 5 e 

10 mM) + NE (10µM). Células não estimuladas foram utilizadas como controle. MTT foi realizado nos períodos de (A e D) 3, (B e E) 6 e (C 

e F) 24 horas. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 comparado ao grupo controle e ##p<0,01 e ###p<0,001 comparado aos grupos estimulados 

somente com EP ou NE, utilizando ANOVA com correção de Bonferroni. Barras representam o desvio padrão da média. 
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Figura 2. Células SCC25 foram estimuladas com EP (10µM), NE (10µM), MT (1, 5 e 10 mM), MT (1, 5 e 10 mM) + EP (10µM) e MT (1, 

5 e 10 mM) + NE (10µM). Células não estimuladas foram utilizadas como controle. MTT foi realizado nos períodos de (A e D) 3, (B e E) 6 

e (C e F) 24 horas. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 comparado ao grupo controle e ##p<0,01 e ###p<0,001 comparado aos grupos estimulados 

somente com EP ou NE, utilizando ANOVA com correção de Bonferroni. Barras representam o desvio padrão da média. 
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Figura 3. Células SCC9 foram estimuladas com EP (10µM), NE (10µM), MT (1, 5 e 10 mM), MT (1, 5 e 10 mM) + EP (10µM) e MT (1, 5 

e 10 mM) + NE (10µM). Células não estimuladas foram utilizadas como controle. BrdU foi realizado nos períodos de (A e D) 3, (B e E) 6 e 

(C e F) 24 horas. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 comparado ao grupo controle e ##p<0,01 e ###p<0,001 comparado aos grupos estimulados 

somente com EP ou NE, utilizando ANOVA com correção de Bonferroni. Barras representam o desvio padrão da média. 
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Figura 4. Células SCC25 foram estimuladas com EP (10µM), NE (10µM), MT (1, 5 e 10 mM), MT (1, 5 e 10 mM) + EP (10µM) e MT (1, 

5 e 10 mM) + NE (10µM). Células não estimuladas foram utilizadas como controle. BrdU foi realizado nos períodos de (A e D) 3, (B e E) 6 

e (C e F) 24 horas. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 comparado ao grupo controle e ##p<0,01 e ###p<0,001 comparado aos grupos estimulados 

somente com EP ou NE, utilizando ANOVA com correção de Bonferroni. Barras representam o desvio padrão da média. 
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Figura 5. Células SCC9 e SCC25 foram estimuladas com EP (10µM), NE (10µM), MT (5mM), MT(5mM) + EP (10 µM) e  MT(5mM) + EP 

(10 µM). As células foram coletadas após 6 horas de estímulo. O RNA total foi isolado e RT-PCR tempo real foi utilizado para quantificar a 

expressão de RNAm de IL-6. Os valores são apresentados como porcentagem de expressão de RNAm de IL-6 em relação ao controle (células 

não estimuladas). ***p<0,001 comparado ao grupo controle e ###p<0,001 comparado aos grupos estimulados somente com EP ou NE, 

utilizando ANOVA com correção de Bonferroni. Barras representam o desvio padrão da média. 
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