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Resumo 

O câncer de ovário (CO) é a segunda malignidade mais letal do sistema genital feminino e 

apresenta uma expectativa de sobrevida menor que 50% após o quinto ano do diagnóstico. 

Dependendo do subtipo, o CO está associado com maior risco de desenvolvimento de 

quimioresistência e prognóstico ruim. A melatonina (Mel) é um neurohormônio secretado pela 

glândula pineal na fase de escuro e tem mostrado propriedades antitumorais em ensaios in vitro 

e in vivo. O objetivo do presente estudo foi avaliar a influência da terapia com melatonina, em 

diferentes doses, sobre o proteoma das células de carcinoma ovariano humano (linhagem 

SKOV-3). O estudo foi composto pelos seguintes grupos experimentais; 1) Grupo Controle: 

células SKOV-3 tratadas com veículo; 2) Grupo Mel 0.8 mM: células SKOV-3 tratadas com 

melatonina na concentração de 0.8 mM por 48h; 3) Grupo Mel 1.6 mM: células SKOV-3 

tratadas com melatonina na concentração de 1.6 mM por 48h; 4) Grupo Mel 2.4 mM: células 

SKOV-3 tratadas com melatonina na concentração de 2.4 mM por 48h. Após 48h de tratamento 

com melatonina, foi realizada a extração e a quantificação das proteínas. O perfil proteômico 

foi analisado e identificou-se 636 proteínas totais no grupo controle. A partir desses dados, 

foram selecionadas proteínas diferencialmente reguladas para cada grupo, comparando as 

expressões das proteínas do grupo controle usando p<0,05 e fold change de +1.5 ou -1.5 para 

determinar as proteínas que foram reguladas de maneira positiva e negativa, respectivamente.  

Proteínas relacionadas com o sistema imune e o metabolismo do ácido tricarboxílico foram 

reguladas positivamente nos três grupos expostos a melatonina. Especificamente, a dose de 2.4 

mM promoveu alterações importantes, regulando genes envolvidos na síntese de proteínas. 

Também identificamos 28 genes potenciais compartilhados entre o tecido normal e o tecido 

tumoral ovariano considerando todos os grupos experimentais, onde a melatonina mostrou 

alterações na predição de genes codificadores de proteínas ribossomais. Concluímos que a 

melatonina modula o proteoma das células SKOV-3, principalmente regulando proteínas 

envolvidas com o sistema imune e metabolismo mitocondrial. Além disso, o tratamento com a 

dose de 2.4 mM de melatonina promoveu maiores alterações na rede proteica, revelando uma 

estratégia terapêutica eficaz no combate ao CO. 

 
 

 Palavras-chave: Câncer de Ovário, melatonina, proteoma, mitocôndria, células SKOV-3. 
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Effect of melatonin on ovarian carcinoma SKOV-3 cells: analysis of the global proteomic 

profile 

Abstract 

Ovarian cancer (OC) is the second most lethal malignancy of the female genital system and has 

a survival expectation of less than 50% after the fifth year diagnosis. Depending on the subtype, 

OC is associated with an increased risk of chemoresistance and poor prognosis. Melatonin (5-

methoxytriptamine) is a neurohormone secreted by the pineal gland in the dark phase and has 

shown antitumor properties in both in vitro and in vivo assays. The present study aimed to 

evaluate the influence of melatonin therapy, at different doses, on the proteome of human 

ovarian carcinoma cells (SKOV-3 cell line). The study consisted of the following experimental 

groups; 1) Control Group: SKOV-3 cells treated with vehicle; 2) 0.8 mM Mel Group: SKOV-

3 cells treated with melatonin at a concentration of 0.8 mM for 48h; 3) Mel 1.6 mM Group: 

SKOV-3 cells treated with melatonin at a concentration of 1.6 mM for 48h; 4) Mel 2.4 mM 

group: SKOV-3 cells treated with melatonin at a concentration of 2.4 mM for 48h. After 48 h 

of treatment with melatonin, protein extraction and quantification were performed in these cells. 

The proteomic profile was analyzed, and a total of 636 proteins were identified in the control 

group. From these data, differentially regulated proteins were selected for each group, 

comparing the level of the proteins in the control group using p<0.05 and fold change of +1.5 

or -1.5 to determine which proteins were positively and negatively regulated, respectively. 

Proteins related to the immune system and tricarboxylic acid metabolism were upregulated in 

the three groups exposed to melatonin. More specifically, the dose of 2.4 mM promoted 

significant changes, thereby regulating molecules involved in protein synthesis. We also 

identified 28 potential genes shared between normal tissue and ovarian tumor tissue considering 

all experimental groups, where melatonin showed alterations in predicting genes encoding 

ribosomal proteins. We conclude that melatonin modulates the proteome of SKOV-3 cells, 

mainly via regulating proteins involved with the immune system and mitochondrial 

metabolism. Furthermore, treatment with a dose of 2.4 mM of melatonin promoted more 

significant alterations in the protein network, thus revealing an effective therapeutic strategy 

against OC. 

 

Keywords: Ovarian cancer, melatonin, proteome, immune system, mitochondria, SKOV-3 

cells. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer de Ovário: fatores de risco e variedades  

O número de novos casos de câncer no mundo pode crescer cerca de 70% até 2030 e 

essa estimativa também inclui altas taxas de mortalidade devido ao câncer de ovário (CO), 

sendo a segunda neoplasia ginecológica que mais causa morte e o oitavo mais incidente entre 

as mulheres (WHO, 2018). Segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA), as pacientes 

diagnosticadas com CO apresentam uma expectativa de sobrevivência após o quinto ano menor 

que 50%. Isso está relacionado ao fato dos sintomas como: inchaço, saciedade precoce, dor e 

desconforto pélvico não serem específicos e, desse modo, são constantemente desprezados ou 

mesmo relacionados com outras doenças (BRETT; PERMUTH; THOMAS., 2017). 

Os principais fatores de risco para o CO estão relacionados com idade precoce da 

menarca, menopausa tardia, números de gestações, tratamento com reposição hormonal e 

fatores genéticos. Já outros fatores, tais como a dieta, tabagismo, obesidade e consumo de álcool 

apresentam resultados menos significativos no desenvolvimento da doença, como apontado por 

Brett et al. (2017) e La Vecchia (2017).  

 O carcinoma ovariano primário pode ser classificado de acordo com a origem, podendo 

ser epitelial, mesenquimal, de célula germinativa ou da camada da granulosa. Cerca de 90% 

dos subtipos de CO originam-se a partir da superfície epitelial que recobre o órgão ou de 

derivações do epitélio mulleriano (CHUFFA et al., 2017). O CO epitelial engloba todos os 

subtipos histológicos e, nesse sentido, são subclassificadas em serosos, mucinosos, 

endometrióide e célula clara (COOK; VANDERHYDEN, 2019).  

Os tumores podem ser reconhecidos com base no seu crescimento e característica 

molecular, diferenciados em tipo I e tipo II. O tipo I inclui os serosos, de células claras, 

mucinosos e os tumores de Brenner, considerados de baixo grau, pois apresentam progressão 

gradual de forma comumente encontrada em outros canceres epiteliais, apresentando um 

melhor prognóstico. Já o tipo II, que abrange os serosos de alto grau, desenvolvem um 

comportamento mais agressivo e de rápida disseminação, sendo o subtipo com pior prognóstico 

e, consequentemente, é causador de 70 a 80% das mortes por CO (Figura 1) (LISIO et al., 2019) 



16 

 

 

Figura 1: Classificação do CO quanto a origem, subtipos histológicos e grau de malignidade do tumor.  Fonte: 

autor 

 

Mais de 70% dos casos de CO são diagnosticados nos estágios avançados da doença (III 

ou IV). Por se tratar de um tumor sólido, diferentemente da maioria dos tumores, o CO apresenta 

metástase hematogênica rara (LENGYEL, 2010). O passo inicial para tal evento é a migração 

de células malignas para a cavidade peritoneal através da ação de proteases (ÖHLUND et al., 

2013; SAWADA et al., 2008; SYMOWICZ et al., 2007). 

  As opções de tratamento de primeira linha inclui citoredução com associação a 

quimioterapia (JESSMON et al., 2017), e a base da quimioterapia convencional constitui-se da 

combinação de derivados de platina e /ou taxol (HSIEH et al., 2019). O diagnóstico tardio e a 

quimioresistência aos tratamentos convencionais tornam-se fatores limitantes ao tratamento, 

sendo frequente a reincidência da doença com maior agressividade (CHUFFA et al., 2017). O 

câncer epitelial ovariano é considerado um tumor quimioresponsivo à terapia padrão com 

platina e/ou taxol, com aproximadamente 80% da taxa de resposta para o tipo seroso e 

endometrióide, e apenas 35% para o tipo mucinoso e de células claras (CLOVEN et al., 2004; 

HO et al., 2004). Porém, mesmo com a cirurgia e a quimioterapia, 70% dos pacientes 

apresentam recidivas nos três anos seguintes do tratamento (LEDERMANN et al., 2013). A 

razão pela qual os tratamentos contra o CO apresentam recidivas ou baixa taxa de sucesso está 

relacionada com quimioresistência que essas células desenvolvem durante o processo de 

progressão tumoral (KIM et al., 2018). A heterogeneidade tumoral do CO é um obstáculo para 

a escolha do tratamento e, além disso, a variedade dos tipos de tumor pode ser um dos fatores 

responsáveis pela quimioresistência adquirida em muitos casos (ROJAS et al., 2016). Essa 

barreira influencia na sobrevivência de pacientes diagnosticados em estágio avançado de CO, 
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de modo que, em 90% dos casos, a quimioresistência leva a falhas nos tratamentos e ao aumento 

da mortalidade (LONGLEY; JOHNSTON, 2005). Os mecanismos de resistência utilizados 

pelas células tumorais são diversos, incluindo a capacidade celular de causar o efluxo de drogas, 

que está associado à superexpressão do gene MDR1, o qual codifica o transportador de 

membrana chamado glicoproteína-P (P-gp), diminuindo a concentração intracelular de 

medicamentos, como o paclitaxel (CORNELISON; LIANEZA; LANDEN, 2017). Outros 

fatores são correlacionados a quimioresistência adquirida pelas células de CO após a 

recorrência da doença, tal como a modificação de genes vinculados ao reparo de proteínas em 

vias de sobrevivência, ao mesmo tempo que reduzem a expressão de genes supressores tumorais 

(BRASSEUR; GÉVRY; ASSELIN, 2017). Nesse sentido, a linhagem de carcinoma ovariano 

SKOV-3 tem sido utilizada em diversos estudos, pois é resistente a diversos agentes 

quimioterápicos como a cisplatina e adriamicina (Figura 2). Dessa forma, a compreensão dos 

mecanismos celulares que levam a quimioresistência trará novas perspectivas que sejam mais 

eficazes no tratamento das pacientes. 

 

 

Figura 2: Linhagem SKOV-3. Fonte: ATCC. 
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1.2 Melatonina e o CO 

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), é uma pequena indolamina lipofílica 

secretada pela glândula pineal e em menor quantidade por outros tecidos, sendo principalmente 

responsável pela regulação do sono (GANDHI et al., 2015; TOSCHES et al., 2014). A 

melatonina apresenta função bem conhecida na célula normal atuando como um potente 

antioxidante, removendo espécies reativas de oxigênio (ROS) e nitrogênio (RNS) do organismo 

e aumentando a atividade de enzimas antioxidantes (HU et al., 2016); além disso, a melatonina 

previne indução de apoptose em células normais (REITER et al., 2016). Entretanto, nas células 

tumorais, a melatonina tem sido descrita com propriedades antiproliferativas, anti-angiogênica, 

pró-apoptótica e imunomoduladora (CHUFFA et al. 2015; ZONTA et al. 2017). Um estudo 

que reuniu diversos trabalhos apresentou características da melatonina em tipos variados de 

câncer, como o de próstata, mama e ovário. Esse mesmo estudo indicou a melatonina como um 

adjuvante nas terapias, diminuindo os efeitos negativos dos tratamentos e aumentando a 

sensibilidade às drogas quimioterápicas (LI et al., 2017). Os mecanismos moleculares 

envolvidos com essas propriedades estão relacionados com a síntese de estrogênio, que é 

regulada pela melatonina via modulação da expressão de receptores e estrogênio, além de atuar 

na indução de apoptose, e contra a proliferação celular e angiogênese (MENÉNDEZ-

MENÉNDEZ; MARTÍNEZ-CAMPA, 2018). 

A melatonina foi utilizada também como terapia neoadjuvante na linhagem tumoral 

cervical HeLa, e mostrou aumento na sensibilidade ao tratamento com cisplatina devido ao 

acúmulo de dano ao DNA e, consequentemente, aumento na taxa de apoptose (PARIENTE et 

al., 2016). A resistência aos tratamentos convencionais é um grande desafio no tratamento do 

câncer, particularmente nos carcinomas ovarianos. Em ovários normais, a melatonina é 

secretada pelas células da granulosa do folículo pré-ovulatório e o tratamento adicional com 

melatonina pode influenciar na produção de hormônios essenciais na ovulação, qualidade 

oocitária e atividade antioxidante (TAMURA et al., 2009). A melatonina promove a remoção 

de radicais livres e atividade de enzimas antioxidantes no ovário. Interessantemente, na 

tentativa de explicar a origem primária do CO, estudos revelaram que a geração de ROS, 

durante o processo ovulatório, pode transformar as células das fímbrias da tuba uterina através 

de alterações e perda da proteína p53; neste contexto, a melatonina pode interromper o efeito 

tumorigênico induzido por ROS e proteger o tecido original (HUANG et al., 2015). 
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Reiter e colaboradores (2019) compilaram dados sobre o efeito oncostático da 

melatonina no câncer; nesse estudo foi mostrado que a melatonina está presente em maiores 

concentrações nas mitocôndrias de células normais comparadas as células tumorais e o 

tratamento com a melatonina teve um impacto na reversão do efeito Warburg, diminuindo a 

proliferação celular, invasão, migração e, consequentemente, a metástase tumoral. Células 

tumorais apresentam um diferencial em suas características metabólicas na via glicolítica, tendo 

como prioridade a oxidação da glicose e produção de lactato mesmo na presença de oxigênio; 

porém, essa característica é alterada a noite, onde a taxa de melatonina endógena se torna 

elevada, de modo que a célula volta a utilizar a fosforilação oxidativa para obter energia. Desse 

modo, um estudo observou que a melatonina atua revertendo o efeito inibitório da piruvato 

desidrogenase quinase (PDK) sobre o complexo piruvato desidrogenase (PDH), fazendo com 

que o piruvato, advindo da glicólise, seja oxidado e passe pelo ciclo de Krebs, chegando à 

fosforilação oxidativa, ao invés de ser metabolizado em lactato. Assim, o piruvato será 

metabolizado em acetil-CoA que também possui um papel importante na síntese de melatonina 

mitocondrial estimulando a enzima AANAT, limitante para síntese de melatonina (Figura 3) 

(REITER et al.; 2020). 

 

Figura 3: Efeitos da melatonina no metabolismo mitocondrial em células normais e tumorais. Fonte: adaptado de 

Reiter et al., 2020.  
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Adicionalmente, outro estudo confirmou que o tratamento com melatonina, nas 

concentrações de 400 a 600 µM, reduziu a taxa de sobrevivência e proliferação das linhagens 

de células tumorais ovarianas OVCAR-429 e PA-1, aumentando o número de células na fase 

G1 do ciclo celular e diminuindo o número de células na fase S do ciclo celular (SHEN et al., 

2016).  

 Em células tumorais SKOV-3, a melatonina tem apresentado efeitos inibitórios na 

sobrevivência celular, além de potencializar o tratamento em combinação com a cisplatina 

(ZEMLA, et al, 2017). Estudos in vivo reportaram os efeitos da terapia com melatonina a longo 

prazo estimulando as proteínas pro-apoptóticas (p53, BAX, caspase-3 total e clivada) e inibindo 

as proteínas anti-apoptóticas (Bcl-2 e survivina) em modelos animais de CO papilífero seroso. 

Interessantemente, a melatonina promoveu aumento na expressão de p53, BAX e caspase-3 

ativa, além de induzir a fragmentação do DNA observada pelo teste do TUNEL (CHUFFA, et 

al., 2016a). O uso da melatonina no tratamento de CO tem demonstrado resultados promissores 

em estudos in vitro e in vivo, com um papel importante na apoptose das células tumorais e, em 

contrapartida, favorecendo a sobrevivência de células normais (Figura 4) (CHUFFA; REITER; 

LUPI, 2017).  

 

Figura 4: Resumo dos efeitos inibitórios da melatonina em mecanismos moleculares envolvidos na progressão do 

CO. Fonte: Chuffa et al., 2017.  

 

 Estudo prévio do nosso grupo de pesquisa já documentou a interação da melatonina com 

o metabolismo energético do CO em modelo experimental in vivo envolvendo a utilização da 

estratégia proteômica global. Embora nenhuma mudança histopatológica tenha sido 

evidenciada, a melatonina diminuiu a expressão de proteínas envolvidas em diversos processos 
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metabólicos, como na geração de metabólitos e energia celular, vias associadas ao estresse do 

retículo endoplasmático, proteínas de processamento e apresentação de antígeno, e ainda 

proteoglicanos relacionados ao CO. Outras proteínas importantes relacionadas aos processos 

mitocondriais (ex: desidrogenases) e enzimas associadas ao metabolismo energético também 

tiveram baixa expressão após a tratamento com melatonina. Essas alterações metabólicas 

podem afetar a glicólise aeróbica (efeito Warburg) resultando na diminuição da proliferação e 

potencial metastático das células tumorais (CHUFFA et al., 2016b). Tendo a propósito que a 

melatonina regula muitas funções mitocondriais, existe a necessidade de se compreender qual 

tipo de relação é estabelecida na célula do CO humano e quais são as alterações moleculares 

apresentadas frente aos tratamentos com melatonina.  

 

1.3 Melatonina e CO: envolvimento com a análise proteômica   

Embora nos últimos anos ocorreram avanços nos métodos para diagnóstico de diversos 

tipos de câncer, o CO continua contabilizando altos índices de mortalidade devido à ausência 

de diagnóstico precoce (STENZEL; ABRAMS; MOYSICH, 2019). Nesse sentido, estudos 

estão sendo realizados para identificar formas de melhorar o prognóstico e, consequentemente, 

aumentar a expectativa de sobrevivência dos pacientes. Dessa forma, a análise proteômica se 

tornou uma alternativa promissora no estudo de alterações moleculares nas células tumorais 

(TOSS et al., 2013; HUANG et al., 2017;). Essa técnica gera informações que facilitam a 

identificação de alterações metabólicas e possíveis biomarcadores em células tumorais, 

importantes no aperfeiçoamento de prognósticos e no desenvolvimento de novas terapias (NA 

LI et al., 2018). 

Recentemente, um perfil proteômico por espectrometria de massa em tecidos normais e 

tumorais de células de câncer ovariano, identificou 212 proteínas, das quais 6 foram observadas 

alteradas mostrando um papel importante na proliferação de células tumorais. A transgelin, 

queratina 14, ACTB, apoliproteína A1, peroxirredoxina-2 e a haptoglobina funcionam como 

ligantes em uma rede de sinalização que inclui resistência apoptótica, inflamação e motilidade 

celular, concluindo que mudanças na expressão dos genes dessas proteínas podem ser 

considerados biomarcadores para o diagnóstico dessa doença (ZADEH et al., 2019).  

Um estudo que utilizou células da linhagem SKOV-3 de câncer de ovário investigou 

mudanças proteicas em vias metabólicas mitocondriais. Após a análise, foi possível determinar 

proteínas modificadas em algumas vias importantes na progressão tumoral. Uma dessas vias, a 
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resistência a apoptose, é conhecida como um fator marcante em células tumorais e, nesse 

trabalho, foi observada uma disfunção na apresentação de antígenos relacionados aos receptores 

PD-1, importantes na morte celular programada. Alterações na via de sinalização GP6, 

relacionada a síntese plaquetária, no fator de tradução EIF2 e na função da glutationa sintase 

responsável por controlar a geração de ROS também foram identificadas nessas células 

tumorais (LI; ZHAN, 2019). 

Fan e colaboradores (2015) utilizaram iTRAQ (isobaric tag for relative and absolute 

quantitation) para uma análise proteômica quantitativa, e observaram mudanças na expressão 

de proteínas entre 10 linhagens celulares de carcinoma ovariano e 2 linhagens celulares 

epiteliais normais. Alterações proteicas entre as linhagens foram identificadas e, desse modo, a 

comparação da expressão de proteínas entre as células de carcinoma e células normais 

demonstraram a importância da análise proteômica para a identificação de alvos moleculares 

que possam auxiliar no diagnóstico e tratamento da doença, apresentando melhor estratégia 

quando comparada apenas às mutações genômicas ou a transcrição de genes.  

Nos últimos anos, os mecanismos moleculares da melatonina tem sido estudados em 

diversos tipos de câncer, incluindo o de ovário, apresentando efeitos pro-apoptóticos e parada 

do ciclo em células tumorais, sendo destacada como uma terapia adjuvante aos quimioterápicos 

já utilizados, melhorando sua eficácia e diminuindo os efeitos adversos (LI et al., 2017). Nosso 

grupo de pesquisa analisou a perfil proteômico quantitativo em um modelo in vivo de câncer 

de ovário induzido com DMBA e, posteriormente, tratados com a melatonina.  Dentre as 

proteínas reguladas negativamente por esse hormônio, estavam as pertencentes a diversas vias 

metabólicas que são essenciais para a sobrevivência da célula, como: sinalização via HIF-1, 

geração de energia, processamento e apresentação de antígenos e proteoglicanos relacionados 

aos câncer, apontando ação efetiva da melatonina na atenuação da proliferação celular e do 

metabolismo (CHUFFA et al., 2016b). Para avaliar efetivamente a ação da melatonina na célula 

tumoral estudos adicionais são necessários para elucidar o metabolismo molecular da célula de 

carcinoma ovariano exposta a diferentes concentrações de melatonina e, então, traçar redes de 

eventos moleculares que possam auxiliar na compreensão dos seus efeitos terapêuticos. 
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2. JUSTIFICATIVA  

Mecanismos moleculares envolvidos na proliferação, diferenciação celular, apoptose e 

resistência aos tratamentos estão associados com a progressão do CO, e já são conhecidos os 

efeitos benéficos da terapia funcional com a melatonina sobre essas vias de regulação no CO 

(CHUFFA et al., 2018). O presente estudo investigará quais moléculas potenciais estão 

diferencialmente expressas nas células SKOV-3 frente ao tratamento com diferentes doses de 

melatonina. Sabendo que a melatonina é uma molécula que pode atuar por vários mecanismos, 

a compreensão desses efeitos poderá trazer novas oportunidades para o tratamento do CO. 
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3.HIPÓTESE 

Considerando a importância do tratamento com melatonina nas células tumorais, a 

hipótese do estudo é de que o tratamento com melatonina altera a biossíntese de proteínas que 

estão relacionadas com o prognóstico ruim do CO, estimulando positivamente a apoptose e 

modificando o metabolismo das células SKOV-3.  
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4. OBJETIVO GERAL 

 Investigar o efeito da terapia com melatonina sobre as células de carcinoma ovariano 

humano (linhagem SKOV-3), utilizando a estratégia de análise proteômica global.  

 

5. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

✓ Avaliação da viabilidade celular e citotoxicidade através do ensaio do MTT; 

✓ Análise proteômica global das células SKOV-3 por estratégia shotgun; 

✓ Interpretação dos resultados junto ao software PaternLab e construção de redes de 

interação e heatmaps; 

✓ Identificação de alterações na expressão de proteínas envolvidas em processos 

celulares importantes em células SKOV-3 posterior ao tratamento com melatonina;  

✓ Correlação dos achados com dados de pacientes disponíveis em plataformas abertas.  
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