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RESUMO 

 
Título: Avaliação de marcadores bioquímicos e de viabilidade celular em 

diferentes tempos e doses de melatonina na linhagem DU 145. 

Autor: Alessandra Cortes Teotonio 

 
Orientadora: Drª. Izabel Cristina Custódio de Souza 

Coorientadora: Giovana Duzzo Gamaro 

O câncer de próstata (Pca) é a segunda neoplasia com maior 

mortalidade no mundo. O desenvolvimento do Pca não é perfeitamente 

conhecido. Os tratamentos são extremamente caros e ao mesmo tempo com 

efeitos adversos debilitantes, principalmente para pacientes Pca resistente a 

ablação androgênica. A melatonina (MLT) é uma molécula endógena que 

apresenta propriedade antitumoral promissora em diversas neoplasias. Desta 

forma, o objetivo deste estudo foi realizar uma curva de tratamento com MLT 

em diferentes concentrações (1nM, 10nM, 100nM, 1μM, 10μM e 100μM) por 

diferentes tempos de tratamento (24h, 48h, 72, 120h e 240h) na linhagem 

celular DU 145 independente de andrógeno. Avaliou-se a viabilidade celular por 

meio de ensaios com brometo de dimetiltiazoldifeniltetrazólio (MTT) e pela 

técnica de exclusão com azul de tripan. Além dos ensaios citados 

anteriormente, foram realizados a quantificação do conteúdo proteico pelo 

método Bradford, avaliação da atividade e massa mitocondrial das células DU 

145, tratadas com MLT utilizando citometria de fluxo com marcação 

fluorescente (MitoTracker™ Green (MTG) e Red (MTR)). Nossos estudos 

demonstraram um efeito antiproliferativo na concentração mais elevada de MLT 

(100 µM) e o tempo a partir de 120h. A partir dos resultados obtidos, conclui-se 

que a molécula MLT é promissora na inibição da linhagem DU 145 de Pca na 

concentração de 100 μM em tempos superiores a 120h. No entanto, mais 

estudos são necessários para elucidar os mecanismos envolvidos nesses 

efeitos. 

Palavras-chaves: Câncer de próstata, melatonina, DU 145 
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ABSTRACT 

 
Title: Evaluation of biochemical markers and cell viability at different times and 

doses of melatonin in the DU 145 strain 

Author: Alessandra Cortes Teotonio 

 
Orientadora: Drª. Izabel Cristina Custódio de Souza 

Coorientadora: Giovana Gamaro 

Prostate cancer (Pca) is a disease of unpredictable evolution, being the 

second neoplasm with the highest mortality in the world. The development of 

Pca is not well known, several proteins are related to the process, and may be 

the reason for the treatments being extremely expensive and at the same time 

with debilitating adverse effects, especially for Pca patients resistant to 

androgen ablation. The melatonin (MLT) is an endogenous molecule that has 

promising antitumor properties in several neoplasms. Due to its potential, this 

work aimed to perform a treatment curve with MLT in different concentrations 

(1nM, 10nM, 100nM, 1μM, 10μM and 100 μM) for different treatment times 

(24h, 48h, 72, 120h and 240h) in the androgen independent cell line DU 145. 

Cell viability was assessed by means of dimetylthiazoldiphenyltetrazolium 

bromide (MTT) assays and trypan blue exclusion technique. In addition to 

quantification of the protein content by the Bradford method and evaluation of 

the activity and mitochondrial mass of DU 145 cells treated with MLT by means 

of fluorescence using MitoTracker ™ Green (MTG) and Red (MTR) reagents. 

The results demonstrated that the higher MLT concentration and the time from 

120h provided the best antiproliferative results. Regarding the time of 120h and 

240h, there was no conclusive result about the best effect. The data show that 

the molecule is promising in the treatment of Pca. However, more studies are 

needed to elucidate the mechanisms involved in these effects. 

 
Key Words: prostate cancer, melatonin, DU 145 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 
O câncer de próstata (Pca) é a segunda neoplasia mais frequente no 

Brasil e o segundo tipo de câncer com maior mortalidade mundial. O instituto 

nacional do câncer (INCA) estima o surgimento de mais de 68 mil novos casos 

até o final de 2018 (Inca, 2018). A etiologia desta doença está relacionada à 

predisposição genética, idade, etnia e associada a fatores de risco como 

tabagismo, má alimentação e sedentarismo (Stewart e Wild, 2014). 

O Pca também pode ser modulado pela expressão e alteração de 

diversas proteínas como o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), essa 

neutrofina apresenta alta afinidade por receptores de tirosina quinase B (TrkB) 

e menor afinidade por receptores de neutrofina p75 (p75NRT). Estudos 

sugerem que o aumento da malignidade está diretamente associado ao 

aumento da sinalização de TrkB (Festuccia et al., 2007; Bronzetti et al., 2008). 

Ademais, o BDNF e seu receptor TrkB estão envolvidos em uma variedade de 

neoplasias, cujo o receptor está intimamente ligado ao início do carcinoma 

(Han et al., 2007). 

A correlação entre ciclo celular e apoptose está comprovada devido às 

funções do linfoma de células B-2 (Bcl-2), promotor associada morte Bcl-2 

(Bad) e linfoma de células B extragrandes (Bcl-xl) entre outras proteínas. A 

fosforilação e desfosforilação destas proteínas controladas por proteínas 

quinases e proteínas fosfatases constitui um dos principais mecanismos que 

regulam uma variedade de processos na célula incluindo a morte celular 

(Paker; et al., 2001). 

Cabe ressaltar que alterações de sinalização no alvo da rapamicina em 

mamífero (mTOR), conhecida por estabelecer a cascata de reações 

envolvendo a sobrevivência celular, também está relacionada com o 

desenvolvimento de carcinomas, visto que a ativação da via promove aumento 

do conteúdo proteico e o crescimento celular necessário para o processo de 

divisão (Kim et al., 2002; Jacinto et al., 2004). 

Atualmente os tratamentos existentes para o Pca incluem realização de 

cirurgias, radioterapia, quimioterapias, hormonioterapia, entre outros. Esses 
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tratamentos podem ser aplicados separadamente ou associados dependendo 

do estágio da doença (Heidenreich et al., 2007). Porém, geralmente os 

pacientes apresentam diversos efeitos adversos que costumam ser agressivos 

e debilitantes ao organismo. Em casos de prostatectomia, por exemplo, é 

comumente relatado complicações como incontinência, disfunção erétil e a 

formação de hérnia inguinal (Ward et al., 2005). Por outro lado, o uso de 

quimioterápicos, gera efeitos adversos como, dor, náuseas, vômitos, diarreia, 

distúrbio no sono dentre outros sintomas que debilitam o paciente dificultando o 

tratamento, que retornará a ser realizado apenas após a melhora do quadro 

(Fromme et al., 2004). 

Dentro deste contexto, surge a necessidade de métodos terapêuticos 

alternativos que visam, diminuir concomitantemente o carcinoma e os efeitos 

adversos atrelados ao tratamento. A melatonina (MLT), um neuro-hormônio 

derivado do triptofano é naturalmente produzido e secretado pela glândula 

pineal, a qual regula o ciclo circadiano, ritmo sazonal (Ackermann e Stehle, 

2006; Lerchl, A. e Reiter, R. J., 2012) e modula funções imunológicas (Reiter, 

2003; Toma et al., 2007). A MLT apresenta uma redução significativa na sua 

secreção noturna em neoplasias de próstata (Bartsch et al., 1992; 

Sigurdardottir et al., 2015). Ademais este hormônio está sendo aplicado em 

diversos estudos, que evidenciam efeitos antidepressivo (Cardinali et al., 2012), 

antienvelhecimento (Pandi-Perumal et al., 2013), antioxidantes (Galano et al., 

2011), anti-inflamatórios (Kireev et al., 2008; Russel J. Reiter, 2008) e também 

antitumoral (Tamarkin et al., 1981; Paroni et al., 2014). 

Em diversos estudos foi demonstrado que a MLT reduz 

significativamente o crescimento de tumores humanos in vitro, através de 

utilização das linhagens LNCap, PC3 e DU 145 (Roberta M. Moretti, 2000; Siu 

et al., 2002; Sainz et al., 2005; Jung‐Hynes et al., 2011; Paroni et al., 2014). 

Embora a maioria dos carcinomas sejam dependentes de andrógenos, ocorre a 

progressão do tumor para uma condição de independência de andrógenos, 

sendo as opções terapêuticas para essas neoplasias mais resistentes ainda 

muito limitadas (Gittes 1991). 
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Neste sentido, estudos in vitro com linhagens de Pca independentes de 

androgênios, com destaque a linhagem DU 145, quando tratadas com MLT 

demonstrou que mesmo em células resistentes ocorre o potencial 

antineoplásico do neuro-hormônio ((Marelli et al., 2000; Jung‐Hynes et al., 

2011). 

No presente estudo foi analisado parâmetros bioquímicos que envolvem 

os efeitos da MLT com relação à proliferação celular em uma curva de dose e 

tempo em células DU 145, linhagem celular independente de andrógenos. 
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2. OBJETIVOS 

 
 

Geral 

Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito da MLT sobre os 

mecanismos bioquímicos de cultura de células neoplásicas de próstata DU 

145. 

 

Específicos 

 Avaliar o efeito de diferentes concentrações (1nM, 10nM, 100nM, 

1μM, 10μM e 100μM) de melatonina nas células DU 145 sobre viabilidade 

celular por meio de MTT e exclusão por Tripan; 

 Avaliar o efeito de diferentes tempos (24h, 48h, 72h, 120h e 240h) 

de exposição à melatonina nas células DU 145 sobre viabilidade celular por 

meio de MTT e exclusão por Tripan; 

 Quantificar o conteúdo proteico nas diferentes concentrações e 

tempos de tratamento com melatonina pelo método de Bradford; 

 Avaliar a massa e a função mitocondrial por meio de ensaio com 

fluorescência dos marcadores MitoTraker Green e Red. 
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3. REVISÃO DA LITERATURA 

 
 

Esta revisão aborda alguns aspectos fisiológicos e bioquímicos do 

desenvolvimento do câncer de próstata, bem como, os efeitos e os 

mecanismos associados ao tratamento com melatonina em células, animais e 

humanos. Desta forma, tornou-se necessário a busca de referências 

bibliográficas em no mínimo três bases de dados, Pubmed, Lilacs e Scielo. 

Sendo assim, foram pesquisadas as palavras chaves “prostate cancer“ = 

câncer de próstata, “melatonin” = melatonina, “mitochondria” = mitocôndria, e a 

combinação dos mesmos. 

A partir do levantamento bibliográfico, foi possível observar que a 

utilização da melatonina tem mostrado resultados satisfatórios, tanto em 

estudos in vitro, como in vivo. Além disso, essa substância vem sendo 

indicada para tratar pacientes com distúrbios do sono, destacando-se também 

como antidepressivo, anti-inflamatório, imunomodulador, bem como, 

antitumoral em diferentes tipos de carcinomas. Esse hormônio abre uma 

grande possibilidade no tratamento de pacientes portadores de carcinoma 

prostático. 

Apesar de efeitos satisfatórios em neoplasias de próstata, mostrado em 

diversos estudos, os diferentes mecanismos de ação da melatonina ainda 

necessitam ser melhores elucidados, principalmente os relacionados à 

carcinomas prostáticos resistentes à castração. Abaixo na figura 1, estão 

mostradas as diferentes combinações de palavras-chave para a revisão na 

literatura. 
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Figura 1. Ferramentas utilizadas para busca de referências bibliográficas desta 

revisão. 

 
 

Câncer de Próstata 

 
A próstata é uma glândula anexa ao aparelho reprodutor masculino 

(Figura 2a), localizado entre bexiga e o reto, que necessita de androgênios 

para o desenvolvimento e maturação normal (Chatterjee, 2003). Apresenta 

como função o armazenamento e secreção de um fluído alcalino, que compõe 

o sêmen, sendo importante para prolongar a vida do espermatozoide no canal 

vaginal. Essa glândula está sujeita a uma série de patologias, dentre elas, 

neoplasia maligna (Figura 2b) (American Cancer Society, 2018). 

O Pca costuma ser assintomático até em fases avançadas. A evolução 

da doença é relativamente imprevisível, com casos de rápida disseminação, 

antes mesmo de surgirem os sintomas locais. Em alguns casos nota-se apenas 

dores pélvica, lombar e ao urinar, além de sangue na urina, sintomas muito 

similares a hiperplasia benigna (American Cancer Society, 2018). 
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Figura 2. Localização e dimensão da glândula prostática; (b) Ampliação com a 

localização de um câncer na próstata (adaptado de American Cancer Society, 

2018) 

 
 

Neste contexto, a realização de exames regulares auxilia no diagnóstico 

precoce levando a menor morbidade para o indivíduo. No Brasil, a identificação 

da patologia é realizada por meio de exame físico e sanguíneo para o antígeno 

prostático específico (PSA), mas a confirmação ocorre somente com a biópsia 

da próstata (Brasil, 2002). 

Os fatores que determinam a etiologia do desenvolvimento do Pca não 

são bem conhecidos, mas sabe-se que a idade, por exemplo é um fator de 

risco importante, devido a incidência e mortalidade elevada após 50 anos 

(Brasil, 2002). Outro importante fator de risco é a história familiar de parentes 

de primeiro grau, tais como pai ou irmão com Pca antes dos 60 anos, além da 

origem étnica, visto que ocorrem maior incidência em afrodescendentes 

(Crawford, 2009). 
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Os mecanismos genéticos e moleculares envolvidos na oncogênese, 

bem como, na progressão do câncer de próstata, envolvem problemas no 

reparo do DNA de células acometidas por lesões genéticas (Cotran et al., 

2000). Além disso, outros fatores relacionados aos principais mecanismos que 

regulam uma variedade de processos celulares incluindo a morte celular é 

diretamente relacionado a desregulação de proteínas quinases e fostatases 

(Okada e Mak, 2004). 

A apoptose é um mecanismo inato de defesa antineoplásica, pois vários 

agentes quimioterápicos agem por meio da indução dessa morte celular. Desta 

forma, uma intensa investigação dos mecanismos moleculares do processo de 

apoptose e a aplicação de quimioterápicos no tratamento do câncer tem sido 

estudada (Nicholson, 2000). 

Algumas famílias de proteínas indutoras e/ou repressoras de morte por 

apoptose, como a Bcl-2, estão envolvidas no desenvolvimento tumoral. A 

desregulação dessa família de proteínas está intimamente relacionada ao 

aumento de espécies reativas de oxigênio, descontrole do pH intracelular e 

desestabilização do potencial de membrana mitocondrial. (Chong et al., 2014). 

Outro fato importante, é que, os carcinomas apresentam níveis elevados 

de hormônio do crescimento, como o similar a insulina-1 (IGF-1) e de 

hormônios androgênios, por exemplo, a testosterona e diidrotestosterona 

(DHT). Estes hormônios masculinos atuam em receptores androgênios (AR), 

promovendo a proliferação celular. O processo de oncogênese, causa 

instabilidade celular, molecular e genética, levando ao desequilíbrio entre 

proliferação celular e apoptose, iniciando o Pca (Chatterjee, 2003; American 

Cancer Society, 2018). 

Contudo, os tumores de próstata, principalmente os mais agressivos 

também podem se desenvolver de forma independente de androgênios ou até 

mesmo de seus receptores. Estes tipos de Pcas tornam-se resistentes a 

tratamentos como, hormonioterapia (Taplin et al., 1999). 

Diante disso, cinco mecanismos foram apresentados por Feldman e 

Feldman para demonstrar a resistência ao tratamento de ablação androgênica 

(figura 3): (a) A via hipersensível em que o aumento na densidade e 
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sensibilidade de AR acarreta no estímulo da proliferação celular mesmo com 

pequenas quantidades de androgênios; (b) A via promíscua em que mutação 

em AR permite a estimulação por pseudo-androgênios endógenos e exógenos, 

como corticoides e antagonistas de androgênios (flutamida); (c) Na via llegítima 

ocorre a progressão do tumor independente de androgênio, por ação de fatores 

de crescimentos em ARs que desencadeiam na ativação da via da proteína 

quinase B (AKT) ou da via proteína quinase mitógeno-ativada (MAPK) 

resultado na proliferação celular; (d) A via escape em que observa-se a 

independência de androgênio e de AR, e a progressão do tumor ocorre por 

ativação de proteínas anti-apoptóticas da família Bcl-2 através da mitocôndria 

(Lin et al., 2013; Ferreira et al., 2014). A ausência do AR pode ser explicada 

pela perda dos genes p53 e RB (genes supressores de tumor), que geram a 

instabilidade cromossômica e resultando na perda deste receptor (Logothetis et 

al., 2013); (e) A via células-tronco ocorre quando uma subpopulação de 

células-tronco do epitélio da próstata ausentes de AR e independente de 

androgênio originam o tumor, e o mesmo acaba sendo selecionado no 

processo de tratamento antineoplásico (Feldman e Feldman, 2001). 

As principais terapias disponíveis para o Pca incluem: prostatectomia 

total, a radioterapia, o bloqueio androgênico e a quimioterapia (American 

Cancer Society, 2018). A prostatectomia consiste na retirada da próstata, 

representa uma das intervenções mais comuns no tratamento de neoplasias 

prostáticas. Estudos mostraram que, homens submetidos à prostatectomia 

apresentaram sintomas, ainda que temporariamente, como alterações 

psicológicos, da função intestinal e urinária e relacionadas à sexualidade 

(Palmer, 2001; Burt et al., 2005). 

Outras terapias incluem, a radioterapia, hormonioterapia e a vigilância 

ativa. Entre essas alternativas, a radioterapia, pode apresentar complicações 

mais agressivas como, lesões actínias de órgãos pélvicos que podem aparecer 

até tardiamente (Dornas et al., 2008). A terapia hormonal, comumente utilizada, 

tem por objetivo reduzir o nível de androgênios, mas por outro lado, pode 

ocorrer a progressão para o Pca resistente a castração (CRPC) (Chandrasekar 

et al., 2015). 
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Figura 3. Representação esquemática do processo de oncogênese da próstata 

(adaptado de Feldman et al, 2014). 

 
 

Vários estudos mostraram que os mecanismos de ação e os efeitos 

toxicológicos de novos tratamentos e a oncogênese em linhagens celulares, 

tornaram-se fundamentais para as pesquisas in vitro, estabelecendo um 

modelo simples para explicar processos biologicamente complexos. 
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Linhagens Celulares do Câncer de Próstata 

 
As linhagens celulares de células neoplásicas humanas são originadas a 

partir dos diversos órgãos. No entanto, as linhagens referentes ao Pca, não são 

muito diversificadas, sendo as mais estudadas são: LNCap, PC3 e DU 145. 

Essas linhagens apresentam como características, são originadas de 

adenocarcinoma prostático em metástase. A LNCap, por exemplo, é originada 

de metástase de linfonodos supra clavicular, a PC3 de metástase óssea e a DU 

145 de metástase cerebral (Atcc, 2018). 

As linhagens referidas anteriormente podem estar relacionadas à 

presença ou ausência dos hormônios androgênicos como por exemplo, a 

linhagem LNCap que apresenta sensibilidade à androgênio, enquanto que, as 

Linhagens PC3 e DU 145, apresentam, baixa sensibilidade e insensibilidade a 

androgênios, respectivamente (Atcc, 2018). Dentre elas, a linhagem celular DU 

145 não apresenta AR (Atcc, 2018). 

Em 1983 surgiu um dos primeiros estudos utilizando a linhagem LNCap, 

que prediz uma resposta clínica para avaliar atividade antitumoral, no qual as 

células foram submetidas ao tratamento com nove substâncias citotóxicas 

diferentes, além de radiação e terapia hormonal (Metcalfe et al., 1983). 

Ainda outros estudos publicados utilizando essas linhagens visando, a 

combinação entre duas terapias conhecidas (Tamoxifeno e radiação gama) 

(Mimeault et al., 2007; Konsoula et al., 2011), a descoberta de mecanismos de 

ação antitumorais (Lin et al., 2013; Tamaki et al., 2014), a utilização de novas 

substâncias (Wong et al., 2014; Hirsch et al., 2015; Naiki-Ito et al., 2015), e de 

novas técnicas antitumorais (Maddalena et al., 2009). 

Em estudo realizado por Wang e colaboradores foi possível demonstrar, 

que a linhagem celular DU 145, apresentava a proteína Bad fosforilada (estado 

anti-apopitotico), quando submetida ao tratamento com L-glutamato, induzindo 

a liberação de Ca2+. Por outro lado, a desfosforilação da Bad desencadeava o 

processo de apoptose das células (Wang et al., 1999). Complementando, uma 

pesquisa utilizando a técnica de imunoblotting, demonstrou uma alta expressão 

da proteína Bad em linhagens de Pca DU 145 (Kitada et al., 1998). 
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Outros estudos buscando novas alternativas de tratamento 

antineoplásico, mostraram que a utilização da MLT produzida endogenamente 

é conhecida por regular o sono. Esta substância tem demonstrado a 

capacidade de inibir o crescimento de linhagens celulares DU 145, LNCap e 

PC3 (Siu et al., 2002; Sainz et al., 2005; Jung‐Hynes et al., 2011). 

 
Melatonina e o Câncer de Próstata 

 
O neuro-hormônio N-acetil-5-metoxitriptamina, também conhecido como 

melatonina, produzido principalmente pela glândula pineal, mas pode ser 

produzido por outras células de diferentes tecidos, que inclui, retina, pele, trato 

gastrointestinal, além de macrófagos e monócitos (Wang et al., 2012; Acuña- 

Castroviejo et al., 2014). 

A produção da MLT ocorre unicamente durante o ciclo noturno (Figura 

4), um processo que antecede a sua síntese ocorre no período diurno, no qual 

acontece a conversão do triptofano em serotonina (Danielczyk e Dzięgiel, 

2009). A fase noturna da MLT se dá pela indução da enzima arilalquilamina N- 

acetiltransferase (AA-NAT), que em presença de luz, captada pela retina, torna- 

se inativada, convertendo a serotonina em N-acetilserotonina. No entanto, a N- 

acetilserotonina é convertida em MLT por ação da enzima 5-hidroxindol-O- 

metiltransferase (Iuvone et al., 2005). 

A MLT por apresentar um caráter anfifílico, não é estocada, alcançando 

a corrente sanguínea e consequentemente as células-alvos (Korf et al., 1998; 

Paradies et al., 2010; Reiter et al., 2010). Quando os níveis de MLT estão 

elevados na corrente sanguínea, é possível que esse neuro-hormônio possa 

ser transportado para tecidos, como, líquor, fluidos dos olhos e folículos 

ovarianos (Reiter et al., 2010). No entanto, a presença da MLT nesses tecidos, 

ainda pode indicar a sua síntese fora da glândula pineal, e não por excesso no 

sangue (Acuña-Castroviejo et al., 2014). 

A MLT interage com os receptores MT1 e MT2, que correspondem 

estruturalmente em torno de 60%. Esses receptores estão acoplados a 

proteína G, encontrados em tecido cerebral, retina entre outros (Slominski et 

al., 2012; Reiter et al., 2014). Ainda um outro receptor, o MT3 , localizado no 
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citosol de várias células (oócitos, blastocistos, células de câncer cervical e 

colorretal), exerce a função da enzima quinona redutase 2 no processo de 

detoxificação (Dubocovich et al., 2010; Reiter et al., 2010; Reiter et al., 2014). 

 
 

 
 
 

Figura 4. Representação esquemática da síntese da melatonina 

(adaptado de Iuvone et al., 2005). 

 
 

A MLT regula os processos intracelulares estabelecidos pela inibição da 

adenilciclase, e subsequentemente a redução do monofosfato cíclico de 

adenosina (AMPc) e aumento da atividade da proteína quinase A (PKA) 

(Reppert et al., 1995; Reiter et al., 2010). 

Os efeitos da MLT e os seus metabólitos estão associados às diversas 

funções fisiológicas que incluem: a regulação do ciclo circadiano do ritmo 

sazonal (Ackermann e Stehle, 2006; Lerchl, Alexander e Reiter, Russel J, 

2012); efeito antidepressivo (Weil et al., 2006; Cardinali et al., 2012); regulação 

cardiovascular (Régrigny et al., 1998); efeito antioxidante (Galano et al., 2011); 
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efeito anti-inflamatório (Kireev et al., 2008; Reiter et al., 2008); modulação de 

funções imunológicas (Reiter, 2003; Toma et al., 2007). 

Em 1997, surgiu um estudo preliminar que utilizava a MLT no tratamento 

do Pca em humanos. Neste estudo, foram selecionados quatorze pacientes 

com Pca metastático, refratários ou resistentes a terapia com o triptorelina 

(análogo do hormônio liberador de hormônio luteinizante - LHRH), submetidos 

ao tratamento de 20mg de MLT. No final do estudo 8 pacientes apresentaram 

redução nos níveis de PSA (Lissoni et al., 1997). 

Em linhagens de Pca humano 22Rv1, refratárias aos hormônios 

andrógenos, foi demonstrado que o efeito antiproliferativo da MLT ocorreu 

através do receptor MT1 com a ativação de proteína quinase C (PKC) e PKA 

em paralelo (Tam et al., 2007). Foi demonstrado em um estudo in vitro, que a 

MLT (0,5 mM a 2 mM) reduziu o número de células de Pca e interrompeu a 

progressão do ciclo celular, tanto em células LNCaP como em PC3, não 

mediado pela PKA (Sainz et al., 2005). 

Estudos realizados por Ortíz-López (2009) e Gilad (2010), mostraram 

que a MLT possui propriedades oncostáticas, capazes de diminuir a 

invasividade de células cancerosas (Ortíz‐López et al., 2009) e o crescimento 

tumoral in vitro e in vivo (Gilad et al., 1999; Luchetti et al., 2010). A partir dessa 

constatação, muitos mecanismos de ação foram propostos para explicar os 

efeitos oncostáticos e oncoprotetores da MLT (Vijayalaxmi et al., 2002; Jung e 

Ahmad, 2006). Os mecanismos estudados mostraram a influência de 

hormônios sexuais, bem como, enzimas relacionadas a indução do tumor. 

A ação da MLT, proposta por estudos com câncer de mama, linhagem 

humana MCF-7, sugere a redução do estradiol, como responsável pela 

diminuição da mitose (Collins et al., 2003; Proietti et al., 2013; Lopes et al., 

2016). Pesquisas corroboraram com a hipótese da redução do estradiol pela 

MLT, pois foi observado um efeito inibitório, sobre a atividade da aromatase 

(enzima responsável pela conversão de andrógenos em estradiol), em tecido 

neoplásico (Sánchez‐Barceló et al., 2005; Alvarez-Garcia et al., 2013). 

Seguindo a mesma linha de estudo, foi observado que a MLT (50 µM-1 

mM) em linhagem LNCap, bloqueou a translocação nuclear do AR, 
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confirmando a ação antiandrogênica da MLT (Mayo et al., 2017). Em linhagens 

PC3, a MLT apresenta uma ação de supressão de fator 1- alfa indutível por 

hipóxia (HIF-1 α), acarretando na ação anti-angiogênica e protetora de radicais 

livres (Cho et al., 2011). 

Cabe ressaltar que a MLT atua estimulando várias enzimas 

antioxidantes, suprimindo uma variedade de radicais livres e espécies reativas 

de oxigênio (Ravindra et al., 2006; Cho et al., 2011), protegendo as células de 

danos, melhorando a capacidade de reparo do ácido desoxirribonucleico (DNA) 

e reduzindo a angiogênese por meio da regulação de fatores de crescimento 

endotelial (Alvarez-Garcia et al., 2013; Jardim-Perassi et al., 2014). Além disso, 

a MLT pode exercer papel modulatório na inflamação por inibição da 

proliferação celular, atuando sobre a ciclo-oxigenase-2 (COX-2) (Wang et al., 

2012). 

Hevia e colaboradores (2015), sugeriram que a MLT (0,5 mM a 1 mM) 

interage com transportadores de glicose 1 (GLUT1), por esta razão, diminui a 

glicose nas células tumorais. Com a modificação da expressão do 

transportador GLUT1, a progressão das células tumorais dependentes e 

independentes de androgênio é atenuada (Hevia et al., 2015; Hevia et al., 

2017). Além disso, Joo e colaboradores (2009) observaram que o processo de 

apoptose induzida pela MLT (1 mM) em células LNCap, era ativada pelas vias 

das proteínas quinases, c-JUN N-terminal quinase (JNK) e proteína quinase 38. 

Por outro lado, as quinases reguladas por sinal extracelular (ERK), não 

responderam ao tratamento com a MLT (Joo e Yoo, 2009). 

A administração por via oral da MLT (10 e 20 mg /L), em modelo de 

experimentação animal, apresentou um efeito inibitório do Pca e 

concomitantemente reduziu os níveis séricos de IGF-1 e da proteína 3 de 

ligação ao fator de crescimento semelhante à insulina (IGFBP3), bem como, o 

nível do antígeno nuclear de células em proliferação (PCNA) e da proteína 

sirtuina 1 (Sirt1) (Jung‐Hynes et al., 2011) 

Devido ao potencial terapêutico, a MLT pode ser um excelente 

coadjuvante aos medicamentos comumente usados para a tratamento do 

câncer de próstata. Admite-se que a MLT exerce um efeito antineoplásico, 
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sendo que vários mecanismos têm sido sugeridos para explicar seus efeitos 

biológicos, contudo o mecanismo de ação em carcinomas prostático ainda não 

está totalmente estabelecido. 

 
Relação mitocondrial em neoplasias. 

 
A mitocôndria é uma organela que apresenta uma estrutura com uma 

membrana interna e outra externa, contendo um espaço entre membranas e a 

matriz com a cadeia de DNA próprio (Andersson et al., 2003). Esta organela 

modula diversas funções celulares vitais. Dentre as funções destaca-se, níveis 

de cálcio intracelular, processos de apoptose, bem como, regulação energética 

por oxirredução, na qual, envolve a formação de espécies reativas de oxigênio 

(ROs) (Wallace, 2012). Alterações nos componentes estruturais e funcionais 

dessa organela, pode desencadear uma proliferação celular desordenada. 

Warburg, sugeriu que em células com tumores malignos, a produção 

energética das células neoplásicas ocorre somente pela via glicolítica e sem 

utilização de oxigênio (Warburg, 1956). Por outro lado, sabe-se que essa 

alteração metabólica não corresponde a verdade, pois a produção energética 

em neoplasias também pode ocorrer pela via oxidativa. Embora as ROs 

liberadas pelo processo bioenergético oxidativo, em altas concentrações, 

possam induzir morte celular por toxicidade, também podem promover mitoses, 

bem como, sinalização celular (Zu e Guppy, 2004; Gupta et al., 2012). 

As proteínas da família Bcl-2 presentes no espaço intermembranoso da 

mitocôndria, são responsáveis por promover o controle da permeabilidade da 

membrana dessa organela e do processo apoptótico. Embora, a família Bcl-2 é 

constituída de proteínas pró e anti-apoptóticas. Em geral, as proteínas pró- 

apoptóticas promovem o transporte de citocromo C e de ROs presentes na 

mitocôndria para o citoplasma. Na cascata do processo de apoptose, as 

proteínas anti-apoptóticas bloqueiam a saída do citocromo C e ROs (Hardwick 

e Soane, 2013). 

Um exemplo de proteína anti-apoptótica transmembrana é a Bcl-xl, 

apresentando a capacidade de inibir a liberação do citocromo c (proteína que 
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sinaliza a apoptose por ativação de caspases), por impedir a ligação com as 

proteínas pró-apoptóticos Bax e Bak (Figura 5). (Finucane et al., 1999). 

Cabe ressaltar, que as proteínas anti-apoptóticas estão relacionadas a 

resistência quimioterápica (Yang et al., 2016). Desta maneira, as proteínas 

mitocondriais são importantes alvos para estudo de novas substância 

antitumorais. 

Chen e colaboradores (2001) observaram em um estudo in vitro, que a 

alta expressão da proteína Bcl-xl em células Pca (DU 145 e PC3), promoveu o 

processo apoptótico (Chen et al., 2001). Além disso, a alta expressão de Bcl-xl 

no carcinoma de próstata está associada a progressão para tumores 

independentes de andrógenos (Castilla et al., 2006). 

Outros estudos mostraram que em um tumor viral sexualmente 

transmissível entre caninos, descoberto há mais de 10.000 anos, ocorria a 

renovação mitocondrial das células provenientes do hospedeiro para suprir as 

células tumorais com altas taxas de mutação do DNA mitocondrial (Rebbeck et 

al., 2011). 

 

Figura 5. Processo de apoptose (Adaptado de Kubli e Gustafsson, 

2012). 
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Geyer e colaborados, observaram mutações na expressão dos genes de 

deleção (11q13, 1-q13.2 e 19p13) que era recorrente em células tumorais da 

mama, quando as mesmas apresentavam elevadas densidades mitocondriais 

(Geyer et al., 2012). Da mesma forma, foi observado por Grupp e 

colaboradores, que em células de Pca ocorreu uma alta expressão de 

mitocôndrias com deleção de PTEN (Grupp et al., 2013). 

Devido a importância das mitocôndrias em células neoplásicas torna-se 

importante alvo de estudo de novas substancias sobre a estrutura e função 

dessa organela, dentre elas, a MLT. 

Evidencias cientificas, relatam que a MLT possui um importante papel 

antiproliferativo em carcinomas, por meio da inibição de ROs ou por ativação 

de proteínas pró apoptóticas (Figura 6) (Raza et al., 2008; Proietti et al., 2017). 

Curiosamente, um estudo realizado por Reiter e colaboradores, mostrou 

que as taxas de MLT são encontradas em diversas estruturas celulares. Os 

autores observaram em células do córtex cerebral de rato, que as mitocôndrias 

apresentavam níveis mais elevados de MLT comparados ao citosol e ao 

plasma sanguíneo, atingindo valores de 300 pg / mg (Reiter, 1986). 

Em uma pesquisa realizada por Yun e colaboradores (2014), foi 

observado que a MLT (1 mM) apresentou um efeito antitumoral em pulmão, 

diminuindo a expressão das proteínas mitocondriais Bcl-xl e Bad fosforilada 

(Yun et al., 2014). 
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Figura 6. Interação e atividade da melatonina intracelular (adaptado de Leon et 

al., 2005). 

Perdomo e colaboradores, observaram que a melatonina (0,01 – 1 mM) 

induziu o processo de apoptose em células de leucemia humana, por meio da 

ativação de proteases (capases) na regulação positiva do fator pró-apoptótico 

Bax. Além disso, os autores observaram que a utilização de um inibidor de 

proteases diminuía o processo apoptótico, mas permanecia um rápido aumento 

(<30 min) das ROs desencadeando a morte celular (Perdomo et al., 2013). 

Embora alguns estudos relacionam a MLT com a atividade mitocondrial 

em células de Pca, ainda se faz necessário novas abordagens acerca desse 

processo para um melhor entendimento dessa organela como alvo terapêutico 

(REFERENCIAR). 
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Todos os resultados desta dissertação 
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manuscrito que foi submetido ao 

periódico Cell Biochemistry & Funtion. 
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Abstract 

 
Prostate cancer (Pca) is the most frequent malignancy worldwide and the 

available treatments cause several adverse effects. This study aims to 

investigate the effects of Melatonin (MLT), a circadian cycle hormone, in cell 

viability and mitochondrial function of the Pca DU 145 cell line. DU 145 cells 

were treated with Melatonin (1nM, 10nM, 100nM, 1μM, 10μM and 100μM) for 

24h, 48h, 72h, 120h, and 240h. Quantification of the protein content was 

performed by the Bradford method. Cell viability analysis was performed by 

MTT assay and trypan blue exclusion the analysis of mitochondrial activity and 

mass was performed by flow cytometry after staining cells with the fluorescent 

dyes Mitotracker Red (MTR) and Mitotracker Green (MTG). The MLT effects in 

DU 145 cells was found to be dose-dependent, and the best antitumor effect 

was obtained with the highest concentration of treatment (100 μM). Also, the 

long exposure time the higher was the antitumor effect. Further investigation is 

undoubtedly necessary to elucidate the mechanism by which MLT exerts its 

antitumoral effects. 

Key Words: Cytotoxicity, DU 145, Melatonin, Prostate Cancer. 
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1. INTRODUCTION 

Prostate cancer (Pca) is the most frequent male malignancy worldwide 

and the second cause of cancer death among men 1,2. In Brazil, Pca is 

estimated to be the most incident malignancy among man during the year of 

2018, excluding non-melanoma skin cancers 3. Additionally, available Pca 

treatment are expensive and are often associated with genitourinary 

dysfunctions, such as erectile dysfunction and urinary incontinence, impairing 

quality of life 4. 

Another important aspect regarding the therapeutical approach for this 

type of cancer is its ability to develop resistance to the frequently provided 

hormonal treatments, either as palliative or maintenance therapy, narrowing 

even further the available treatment alternatives for castration-resistant Pca 

(CRPC) 5,6. In this context, studies using androgen-negative Pca cell lines, such 

as DU 145, have been conducted to better understand the Pca cellular and 

molecular biology and to develop alternatives treatment for its malignancy 1,7-9. 

Among those efforts, melatonin (MLT) has been identified as a possible 

antitumor agent for several types of cancer 9,10, including Pca 10,11. MLT is a 

tryptophan-derived hormone produced and secreted by the pineal gland to 

regulate the circadian cycle, with actions dependent and independent of MT1 

and MT2 receptors 12,13. Regarding the Pca tumor growth and development, 

MLT is known to have in vivo and in vitro antitumoral properties over both 

androgen-sensitive and androgen-resistant types of Pca 14. These properties 

seem to be related to the MLT1 receptors for androgen-sensitive tumors; 

however, the absence of MLT1 membrane receptors in androgen-negative Pca 

may suggest other unknown pathways that lead to MLT antiproliferative 

properties over androgen-resistant Pca 13,15. Moreover, the MLT effects over 

tumoral cells seem to be related to the reduction of tumor-induced 

angiogenesis, to the regulation of Reactive Oxygen Species (ROS) and to the 

pro-apoptotic functions 16-18. 

Due to the absence of treatment side effects and its low cost, MLT can 

be an excellent alternative treatment for CRPC Pca. Thus, in this study we 
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investigated the effects of MLT in cell viability and mitochondrial function of Pca 

DU 145 cell line, through effect evaluation of DU 145 lineage exposure to 

crescent MLT concentrations and lengths of time. 

 
2. MATERIALS AND METHODS 

 
 Reagents 

 
Melatonin (MLT), RPMI-1640 cell culture medium, glutamine, penicillin G 

sodium, and streptomycin sulfate, and Coomassie Blue G-250 were purchased 

from Sigma-Aldrich® (St. Louis, USA). Fetal bovine serum (FBS), amphotericin 

B, and trypsin were purchased from Gibco® (Carlsbad, USA). 

Cell Culture and treatment 

 
The DU 145 Pca cell line is derived from brain metastasis of a human 

androgen-unresponsive prostate carcinoma that not expresses the androgen 

receptor (Stone, 1978). DU 145 cells were seeded at a density of 5,000 

cells/well in 96 well plates, 30,000 cells/well in 24 well plates and 100,000 

cells/well in 12 well plates. Cells were grown in RPMI-1640 medium 

supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), glutamine (1mmol/l), 1% 

antibiotic (10000UI penicillin G sodium and 10mg/mL streptomycin sulfate), and 

0,1% of antifungal (amphotericin B 250μg / mL) in a humidified atmosphere of 

5% CO2 until it reaches 90% confluence. Melatonin (MLT) was diluted in 

absolute ethanol to obtain a stock solution at 2.9 mM of concentration. Then, a 

serial dilution was performed to reach the final treatment concentrations: 1nM, 

10nM, 100nM, 1μM, 10μM, and 100μM. Cells were treated for 24h, 48h, 72h, 

120h, and 240h. 

Quantification of cellular protein content 

 
Quantification of cellular proteins was performed by the method of 

Bradford 19. Cultured-cells at 12-well plates were mechanically scrapped for 

protein obtainment. For this analysis, a standard curve was prepared with 

1mg/mL albumin (Inlab) diluted in 2.5 mL of Coomassie Blue G-250 solution. 
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Samples absorbance was measured using a spectrophotometer (TP-Reader, 

Thermo Plate) at wavelength 595 nm. 

Cell viability by MTT assay 

 
The viability assay was performed by incubating the 24-well cultured-cells 

with MTT reagent (3-(4,5-dimetylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 

20. After treatment with MLT, cells were exposed to MTT for 4h at 37°C, then 

purple formazan crystals were solubilized in 100 μL of DMSO. Samples 

absorbance was measured in a spectrophotometer (TP-Reader, Thermo Plate) 

at the wavelength 540 nm. 

Cell proliferation test by trypan blue exclusion 

 
Briefly, after treatment with MLT, cells were harvested from each well of a 

96-well plate by trypsin and then diluted in 50μL of trypan blue 0,2% 

(Dinâmica®). The dead trypan blue positive and alive negative cells were 

counted in a hemocytometer using an inverted light microscope 21. 

 Analysis of mitochondrial mass and activity by fluorometry 

 
MitoTracker™ Red (MTR) and MitoTracker™ Green (MTG) probes were 

used to stain the mitochondria of live cells depending, respectively, on the 

oxidative activity (MTR) and organelle lipid content (MTG). Thus, it is possible to 

establish a relationship between MTR and MTG fluorescence intensities to 

estimate the rate of mitochondrial function: if MTG fluorescence is higher than 

MTR fluorescence, this may represent the mitochondrial swelling that 

characterizes organelle failure 22,23. Briefly, after MLT treatment, DU 145 cells 

cultured in 24 well plates were washed with phosphate buffered saline (PBS) 

and harvested with trypsin. Then, cells were re-suspended and incubated for 20 

minutes with 100nM of MTG and MTR diluted into PBS. A total of 10,000 events 

were acquired at the BD FACSCalibur flow cytometer (BD Biosciences, USA). 

The units of fluorescence values for MTR and MTG were obtained using the 

FCS Express 4 software (DeNovo, Canada). 
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Statistical analysis 

 
Data are represented by the mean ± standard error of the mean. All data 

were analyzed by the IBM® SPSS® statistics 20 program. One-way ANOVA or 

repeated measures ANOVA were performed using Tukey as post-hoc test. 

Results were considered statistically significant when p <0.05. 

3 RESULTS 

 
 Quantification of cellular protein content 

Through Bradford Method, it was observed that treatment with 100 µM 

of MLT decreased protein content in all the treatment times, except for 24h 

(Figure 1A). Also, when compared with controls, it was found reduction in 

protein content in the 48h (Figure 1B, 51.7 ± 1.12 mg / mL, One-way ANOVA, F 

(7, 8) = 10.38, p <0.05), 72h (Figure 1C, 48.8 ± 9.10 mg/mL, One-way ANOVA F 

(7, 8) = 2.47, p <0.05), 120h and 240h of treatment (Figure 1E, 49.4 ± 1.12 mg / 

mL, One-way ANOVA, F (7,8) = 8.57, p <0.05). 

 
 

Cell viability assay 

There was no statistical difference in MTT assay among controls and 

ethanol concentrations. For MLT, we found reduction on cell viability for 10 µM 

and 100µM, respectively, administered at 24h (Figure 2A, 58,20 ± 2,6% and 

39.2 ± 1.1%, One-Way ANOVA, F (7, 88) = 135.28, p <0.05), 48h (Figure 2B, 

60,90 ±1,1% and 33.3 ± 1.9%, One-Way ANOVA, F (7, 88) = 139.67, p <0.05), 

72h (Figure 2C, 54,4 ± 0,8% and 33.6 ± 0.8%, One-Way ANOVA, F (7, 88) = 

99.65, p <0.05), 120h (Figure 2D, 47.5 ± 1.7% and   35.5 ± 2.9%, One-Way 

ANOVA, F (7, 88) = 83.83, p <0.05), and 240h (Figure 2E, 77,01 ± 4,4% and 62.7 

± 2.8%, One- Way ANOVA, F (7, 88) = 17.01, p <0.05). In addition, the times of 

treatment and concentrations of MLT tested that induced the largest reduction 

on cell viability were concentrations of 10 and 100 µM applied for 120h (Figure 

2D). 
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3.2 Cell proliferation test by trypan blue exclusion 

 
 

Cells treated with all concentrations of MLT showed no significant 

difference in the trypan blue assay at 24 h (Figure 3A) and 48h (Figure 3B) of 

treatment. However, there was cell count decrease to colonies treated with 100 

µM of MLT during 72h (Figure 3C, 2.93 x 105 ± 0.36, One-Way ANOVA, F (7, 88) 

= 10.42, p <0.05), 120h (Figure 3D, 1.57 x 105 ± 0.35, One-Way ANOVA / 

Tukey, F (7,88) = 7.05, p <0.05) and 240h (Figure 3E, 1.92 x 105 ± 0.50, One- 

Way ANOVA, F (7, 88) = 4.28 p <0.05). Likewise, there was cell reduction for the 

ones treated with MLT at 10 µM for 120h (Figure 3D, 2.61 x 105 ± 0.36, One- 

Way ANOVA, F (7,88) = 7.05, p <0.05) and 240h (Figure 3E, 2.22 x 105 ± 0.23, 

One-Way ANOVA, F (7, 88) = 4.28, p <0.05). 

 
 

3.4 Analysis of mass and activity mitochondrial by fluorometry 

Only cells treated with 100 µM of MLT during 240 hours presented a 

decreased MTR fluorescence (Figure 4A). On the other hand, during 24h- 

treatment, the MTG fluorescence was increased in DU 145 cells from the lowest 

MLT concentration tested. For all the others treatments time (48h, 72h, 120h, 

and 240h), only the highest concentration induced an increased MTG 

fluorescence in DU 145 cells (Figure 4B). An increase of mitochondrial mass 

(MTG) that is not accompanied for the increase of organelle function (MTR) 

may indicate mitochondrial swelling and disfunction 16,17. 

Excepted for the 24h and 120h treatment, the rate of mitochondrial 

function (i.e.MTR/MTG) revealed that cells that were exposed to 100 µM of 

melatonin had their organelle impaired (Figure 4C). Altogether, these results 

corroborate the cell toxicity of melatonin from 48h of treatment at 100 µM of 

concentration. 
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4. DISCUSSION 

 
 

Although MLT has been tested in CRPC lines over the years regarding 

dosage and time of exposure, these assessments never exceeded doses higher 

than 100nM and lengths higher than 96h, and no plateau has been identified for 

MLT effects over Pca 24-26. In our study, we analyzed concentrations up to 

100μM and exposures to 240h, identifying a dose-dependent and time- 

dependent response over cell viability. Even though we didn’t find statistical 

difference in MTT analysis, Trypan Blue Exclusion and protein content between 

the highest dosages and times of treatment, we observed a tendency of 

reduction in outcome that suggests that we didn’t reach MLT dosage or time of 

exposure plateau. 

Additionally, our data suggests that concentrations higher than 10 μM 

and exposures longer than 24h reduce cell viability, with optimal decrease at 10 

μM and 100 μM applied for 120h. These findings align with the ones by Jung- 

Hynes and colleagues, who observed a decreased number of DU 145 colonies 

under MLT treatment (10nM to 2mM) during 24 to 48h 27. However, when Siu 

and colleagues inoculated DU 145 cells in mice treated with 4μg/g of body 

weight of MLT, they found no antiproliferative outcomes in tumor development. 

This effect could’ve happened because of an insufficient dose of MLT provided, 

as identified by Hevia and colleagues in a study about speed and rate of MLT 

internalization in DU 145 line, in which they found that this specific cell line has 

a slower rate of MLT internalization, associated with a diminished capacity of 

MLT absorption, justifying the need for longer and higher exposures to obtain 

antiproliferation 26,28. 

In the search for the pathways by which cell proliferation occurs in DU 

145 cells, since they don’t have membrane MLT1 receptors 1, we performed 

MTR/MTG ratio that revealed increased MTG over MTR fluorescence for cells 

treated with 100 µM of MLT from 48h, which indicates mitochondrial swelling, 

potentially resulting in organelle failure. These findings are consistent with the 

decreased cell viability readings found in MTT and Trypan Blue assays. 
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5 CONCLUSION 

 
 

Based on this study, it is possible to affirm that MLT exerts an antitumoral 

effect in Pca DU 145 strains in a dose and time-dependent manner. Also this 

effect seems to involve mitochondrial dysfunction and showcase MLT as a 

promising therapeutical alternative for Pca. However, the unknown pathways 

involved in the occurrence of such effects constitute a necessity for further 

investigation underlying routes. 
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CAPTIONS 

Figure 1. Quantification of cellular protein content. Data are presented by 

mean ± S.E.M (n = 2) analyzed by one-way ANOVA and Tukey, being 

considered significant data with p <0.05 in relation to the control (*). 

Relationship of the effect of MLT (1nM, 10nM, 100nM, 1μM, 10μM and 100μM),  

control and ethanol in DU 145 cells line compared to treatment time 24h (A), 48 

(B), 72h (C), 120h (D) and 240h (E). 

Figure 2. Cell viability analysis by MTT assay. Data are presented by 

mean ± S.E.M (n = 12) analyzed by one-way ANOVA and Tukey, being 

considered significant data with p <0.05 in relation to the control (*). 

Relationship of the effect of MLT (1nM, 10nM, 100nM, 1μM, 10μM and 100μM),  

control and ethanol in DU 145 cells line compared to treatment time 24h (A), 48 

(B), 72h (C), 120h (D) and 240h (E). 

Figure 3. Cell proliferation assay by tripan blue exclusion. Data are 

presented by mean ± S.E.M (n = 12) analyzed by one-way ANOVA and Tukey, 

being considered significant data with p <0.05 in relation to the control (*). 

Relationship of the effect of MLT (1nM, 10nM, 100nM, 1μM, 10μM and 100μM), 

control and ethanol in DU 145 cells line compared to treatment time 24h (A), 48 

(B), 72h (C), 120h (D) and 240h (E). 

Figure 4. Analysis of mass and mitochondrial activity by fluorometry. 

Data are presented by mean ± S.E.M (n = 4) analyzed by one-way ANOVA and 

Tukey, being considered significant data with p <0.05 in relation to the control 

(*). Evaluation of mitochondrial activity (A), mitochondrial mass (B) and activity / 

mass ratio (C) performed through a technique with MTR and MTG fluorescence 

markers, concentrations of MLT (10μM and 100μM) and control were compared in 

relation to treatment time (24h, 48h, 72h, 120h and 240h). 
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7. CONCLUSÃO 

Tendo em vista os nossos resultados, verificou-se que os efeitos da 

MLT em células DU 145 foram dependentes da dose. Desta forma, observou- 

se um efeito antiproliferativo mais pronunciado no tratamento de maior 

concentração de MLT (100 μM). Além disso, destacamos, que o efeito 

observado ocorreu ao longo do tempo de exposição a MLT, envolvendo uma 

disfunção mitocondrial. Assim, a MLT torna-se uma promissora alternativa 

terapêutica, entretanto, mais pesquisas serão necessárias para elucidar o 

mecanismo pelo qual a MLT exerce seus efeitos antitumorais em Pca. 
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8. PERSPECTIVAS 

Além dos dados apresentados nessa dissertação, haverá ainda, outras 

análises a serem executadas. Nessa dissertação foram expostos apenas 

resultados bioquímicos da viabilidade celular, conteúdo proteico e análise da 

atividade e massa mitocondrial da linhagem DU 145 tratada com MLT nas 

concentrações de 1nM, 10nM, 100nM, 1μM, 10μM, e 100μM e nos tempos de 

24h, 48h, 72h, 120h e 240h. 

Para análises futuras, executaremos as seguintes avaliações: 

 
 Avaliação do ciclo celular das células DU 145 tratadas com MLT 

em diferentes tempos e concentrações, por meio de kit comercial; 

 Avaliação da expressão das proteínas BDNF, mTOR, BAD, Bcl-xl 

e p53, por meio da técnica de Western blotting; 

 Avaliação do tipo de morte celular induzida pela MLT nas células 

DU 145, por meio do ensaio com anexina V. 
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