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1. INTRODUCAO

O cancer de proéstata (Pca), ocupa o segundo lugar no ranking de neoplasias
com maior mortalidade mundial (American Cancer Society, 2018). Os tratamentos
disponiveis para o Pca sdo de alto custo, além de resultarem em diversos efeitos
adversos, comumente debilitante, especialmente para pacientes com Pca
resistente a terapia de ablacdo androgénica (Chandrasekar et al., 2015). Neste
contexto, estudos utilizando linhagens de células Pca independentes de
androgénios e de seus receptores (AR), como a linhagem de Pca DU145, estdo
sendo utilizados na busca de alternativas aos tratamentos atuais (Hirsch et al.,
2015; Atcc, 2018).

Em meio a necessidade de novos tratamentos que promovam a reducao de
tumores e tenham menos efeitos adversos, emerge a melatonina (MLT), um
horménio derivado do triptofano, produzido e secretado pela glandula pineal,
conhecido por regular o ciclo circadiano, sendo também relacionado atividade
antitumoral (Agnello et al.,, 2008; Lima et al., 2018). Embora muitos estudos
tenham relatado propriedades antineoplasicas da MLT, pouco se sabe sobre 0s
mecanismos que envolvem a relagdo do horménio com Pca, especialmente
relacionados a tumores independentes de andrégeno (Jung-Hynes et al., 2011,
Bizzarri et al., 2013).

Tendo em vista o efeito antiproliferativo promissor da melatonina, este
estudo teve como objetivo, a realizagdo de uma curva de tempo (24h, 48h, 72h,
120h e 240h) e dose (10uM e 100uM de MLT) em cultura de células da linhagem
Pca-DU145.

2. METODOLOGIA

As células DU145 foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich®)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS) (Gibco®), 1% de
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich®) e 0,1% de anfotericina B (Gibco®) em
atmosfera imida, com temperatura de 37°C e com 5% de COg, até atingir 90% de
confluéncia. Apos confluéncia, as células foram transferidas para placas de 12,24
e 96 pocos. O tratamento com a melatonina (Sigma-Aldrich®) ocorreu nas
concentragcbes de 10uM e 100uM em diferentes tempos de 24h, 48h, 72h, 120h e
240h.

A quantificagdo do conteudo proteico foi realizada pelo método de Bradford
(Bradford, 1976).
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O ensaio de viabilidade foi realizado pelo método de MTT (brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio) (Sigma-Aldrich) (Mosmann, 1983).

A andlise de proliferacdo celular foi realizada por meio do método de
exclusao de Trypan blue, (Barile, 1994).

A analise de massa e atividade mitocondrial foi realizada por meio do método
fluorocéncia utilizando sondas MitoTracker ™ Red (MTR) e MitoTracker ™ Green
(MTG) (Agnello et al., 2008; Lima et al., 2018).

Os dados obtidos foram apresentados pela média £ erro padrdo da média.
Para analise estatistica foi utilizado teste ANOVA de uma via e post hoc de
Tukey (p<0,05). Todos os dados foram analisados pelo programa IBM® SPSS®
statistics 20.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para as analises de conteudo proteico, MTT, exclusédo
por trypan, massa e atividade mitocondrial por fluorécencia encontram-se
resumidamente na tabela 1.

Tabela 1. Resultados do efeito da MLT na linhagem celular DU145 em cultivo,
tratadas com 10 yM e 100 pM de MLT nos tempos de 24h, 48h, 72h, 120h e
240h. (n=4)

24h 48h 72h 120h 240h

Contetldo Controle 51,8+0,2 62,8+0,8 63,3+0,2 53,3+1,8 53,7+2,0
Proteico 10pM 53,4+1,1 54,1+0,1 56,0+1,5 55,1+0,8 53,3+0,6
(mg/mL) 100pM 52,3+0,3 51,7+1,1 48,8+9,1 48,2+7,0 49,4+1,1
Viabilidade Controle 100+1,5 100+1,5 100+1,6 100+3,3  100+2,0
celular por 10uM 58,2+2,6 60,9+1,1 54,4+0,8 47,5+x1,7 77,1t4,4
MTT (%) 100uM 39,2+41,1 33,3+1,9 33,6+0,8 35,529 62,7+2,8
Exclusao Controle 3,2+0,2 3,4+0,3 7,8+0,5 5,8+0,3 4.9+0,8
por trypan 10uM 3,31+0,6 5,1+0,6 5,6+0,2 2,610,4 2,240,2
(cél. x 105) 100uM 3,0t0,7 3,1+0,3 2,9+0,4 1,6%0,3 1,9+0,5

Controle  61,0+5,5 21,2+4,5 10,9+3,2 12,1+2,2 132+13,6
MTR (vv) 10uM 64,7+8,7 24,4+1,7 13,840,7 29,4+9,0 115+6,3

100uM 77,0+1,8 37,5+7,1 11,0£t0,8 47,0+11,3 85,1+7,0

Controle  90,3+2,4 49,7+7,8 48,4+9,5 48,4+4,1 348+26,2
MTG (vr) 10uM 115+4,4 56,6%3,9 66,1+3,6 77,8t9,0 326+16,3

100uM 118+3,3 115+15,5 74,8+4,0 134+24,9 5314242
Relacdo de Controle  0,7+0,0  0,4#0,0 0,3#0,0 0,3#0,0  0,4%0,0
MTR/ MTG 10uM 0,6¢0,0 0,4+t0,0 0,2+0,0 0,4+0,0 0,4%0,0
(V1) 100uM 0,7t0,0 0,3t0,0 0,2+0,0 0,33t0,0 0,2+0,0

A MLT tem sido avaliada ao longo dos anos quanto a sua capacidade

antitumoral em varias neoplasias malignas, incluindo Pca, (Bizzarri et al., 2013).
Embora muitos estudos tenham avaliado os desfechos, tanto para duracdo do
tratamento, quanto para a concentracdo administrada, nenhum deles avaliou
concentracbes maiores que 100nM de MLT e exposi¢cOes ao tratamento maiores
que 96h.
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Em nossos estudos observamos que maior dose analisada, 100uM de MLT,
foi a que promoveu uma maior atividade antiproliferativa em todos os ensaios
aplicados. Jung-Hynes e col., observaram que o namero colbnias de células DU
145 decresciam, conforme aumentavam a concentracdo de MLT (10nM a 2mM)
(Jung-Hynes et al., 2011).

Referente ao tempo de exposicdo da MLT, observou-se a diminuicao
significativa de células viaveis a partir de 48h de tratamento (ensaios de
quantificacdo proteica, MTT e fluorescéncia), permanecendo até 240h em todas
as analises. Hevia e colaboradores corroboram com os dados, pois seus estudos
demonstram que a linhagem DU 145 internaliza e absorve MLT mais
lentamente, por essa razdo, leva um tempo superior para apresentar grandes
efeitos antiproliferativos (Hevia et al., 2010; Hevia et al., 2015).

Estudos utilizando marcadores de florescéncia (MitoTracker), mostraram
que o aumento da massa mitocondrial (MTG), mas nao da sua funcdo (MTR)
pode indicar um edema e disfuncédo mitocondrial (Agnello et al., 2008; Lima et al.,
2018). Os nossos resultados mostraram que a relagdo MTR / MTG, indica um
efeito antiproliferativo das células DU 145 tratadas com MLT. Este efeito foi
observado a partir de 48h na concentracdo de 100 puM, em que ocorreu o
aumento de MTG quando comparado ao MTR, resultando na falha da organela
(Agnello et al., 2008; Lima et al., 2018).

4., CONCLUSOES

Com base neste estudo, € possivel afirmar que a MLT exerce um efeito
antiproliferativo tempo-dependente na linhagem Pca DU 145. Estes efeitos
indicam a MLT como uma alternativa terapéutica promissora para o Pca. No
entanto, as vias de sinalizacdo envolvidas no processo ainda nao estdo bem
elucidadas, necessitando de mais estudos.
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