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Titulo da tese: Efeitos da melatonina sobre o perfil protedbmico global de células de carcinoma
mamario (linhagens MCF-7 e MDA-MB-468)

Este estudo apresenta impactos cientificos, sociais e econdmicos relevantes ao aprofundar a
compreensdo dos mecanismos moleculares e metabdlicos associados a agdo antitumoral da
melatonina no cancer de mama. Do ponto de vista cientifico, a investigacdo integrada do perfil
protedmico global e do metabolismo energético contribui para o avanc¢o do conhecimento sobre a
reprogramacao metabolica tumoral e suas implicacdes na progressao e agressividade do cancer de
mama. A identificacdo de proteinas e vias metabolicas moduladas pela melatonina aponta para
potenciais alvos terapéuticos e biomarcadores prognésticos, ampliando as estratégias de
abordagem personalizada para diferentes subtipos tumorais. Sob a perspectiva social, os achados
deste trabalho podem contribuir para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas
complementares mais eficazes e menos agressivas, atuando potencialmente como adjuvante
terapéutico, especialmente relevantes para subtipos de pior prognostico, como o cancer de mama
triplo-negativo, podendo refletir positivamente a melhora da qualidade de vida e da sobrevida das
pacientes. Do ponto de vista econémico, a elucidacdo de mecanismos associados a um agente de
baixo custo, reduzida toxicidade, e ampla disponibilidade, como a melatonina, abre perspectivas
para a racionalizacdo de estratégias terapéuticas e de manejo da doenca, com potencial impacto na
reducdo de gastos relacionados a tratamentos oncoldgicos complexos e de alto custo, beneficiando
os sistemas de salde e a sociedade.

Potential Impact of This Research

Thesis title: Effects of melatonin on the global proteomic profile of breast carcinoma cells (MCF-
7 and MDA-MB-468 cell lines)

This study presents relevant scientific, social, and economic impacts by deepening the
understanding of the molecular and metabolic mechanisms associated with the antitumor actions
of melatonin in breast cancer. From a scientific perspective, the integrated investigation of the
global proteomic profile and energy metabolism contributes to advancing knowledge on tumor
metabolic reprogramming and its implications for breast cancer progression and aggressiveness.
The identification of melatonin-modulated proteins and metabolic pathways may provide new
therapeutic targets and potential prognostic biomarkers, thereby expanding personalized treatment
strategies for different tumor subtypes. From a social standpoint, the findings of this work may
positively impact public health by contributing to the development of more effective and less
aggressive therapeutic approaches, potentially acting as adjuvant and particularly relevant for
poor-prognosis subtypes such as triple-negative breast cancer, ultimately improving patients’
quality of life and survival. From an economic perspective, elucidating mechanisms associated
with a low-cost and widely available agent such as melatonin may help reduce expenses related to
complex and high-cost oncological treatments, while optimizing disease prevention and
management strategies, generating direct benefits for healthcare systems and society.
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RESUMO

O céancer de mama é a neoplasia mais incidente entre mulheres e apresenta elevada
heterogeneidade molecular, refletindo diferencas marcantes em comportamento bioldgico,
resposta terapéutica e prognostico. Entre os mecanismos associados a progressdo tumoral, a
reprogramacao metabolica destaca-se por envolver alteracbes coordenadas no metabolismo
energético, na funcdo mitocondrial, no controle redox e em vias metabdlicas associadas a aminas
biogénicas e poliaminas. Nesse contexto, a melatonina tem emergido como um modulador
metabolico com potencial efeito oncostatico, capaz de atuar em multiplas vias celulares, com efeitos
dependentes do contexto tumoral. O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
melatonina sobre processos celulares associados a progressdo tumoral e sobre o perfil proteémico
global e mitocondrial de células de cancer de mama com bom e mau progndstico, utilizando as
linhagens MCF-7 (luminal A) e MDA-MB-468 (triplo-negativa). Os resultados demonstraram que
o tratamento com melatonina reduz significativamente a viabilidade celular, bem como as
capacidades migratdria e invasiva em ambas as linhagens, sendo os efeitos mais consistentes
observados nas células MCF-7. Em nivel molecular, a melatonina promoveu modulagdo negativa
de proteinas-chave associadas ao metabolismo energético e a resposta a hipoxia, incluindo
GAPDH e HIF-1a, além de alteragdes na expressao e na atividade de enzimas mitocondriais,
indicando comprometimento da capacidade metabolica tumoral. Adicionalmente, o tratamento
com melatonina induziu alteragdes no equilibrio redox, caracterizadas por aumento de marcadores
de estresse oxidativo e modulacdo das enzimas antioxidantes, bem como altera¢bes no perfil de
aminas biogénicas e poliaminas, sugerindo uma remodelacdo metabdlica integrada. A analise
protedmica global e mitocondrial revelou uma regulacdo coordenada, predominantemente negativa,
de proteinas envolvidas em vias bioenergéticas, metabolismo de carboidratos, resposta ao estresse
oxidativo e progressdo tumoral. A integracdo desses dados com analises in silico indicou associacdo
clinica de genes modulados pela melatonina com parametros de progressdo tumoral, além de
potencial valor diagnéstico em coortes independentes de pacientes. De forma integrada, os achados
desta tese demonstram que a melatonina imp&e uma restricdo metabdlica as células de cancer de
mama, particularmente em nivel mitocondrial, impactando diretamente caracteristicas associadas
a agressividade tumoral. Esses resultados ampliam a compreensdo dos mecanismos moleculares
associados a acdo antitumoral da melatonina e sustentam sua investigacdo como agente adjuvante,
especialmente no contexto de estratégias terapéuticas personalizadas para diferentes subtipos de
cancer de mama.

Palavras-chave: cancer de mama; melatonina; Protedmica; metabolismo mitocondrial
(Mitochondria, Energy Metabolism, Oxidative Phosphorylation).
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ABSTRACT

Breast cancer is the most prevalent malignancy among women and exhibits marked molecular
heterogeneity, reflecting substantial differences in biological behavior, therapeutic response, and
prognosis. Among the mechanisms associated with tumor progression, metabolic reprogramming
stands out by involving coordinated alterations in energy metabolism, mitochondrial function,
redox control, and the metabolism of biogenic amines and polyamines. In this context, melatonin
has emerged as a promising oncostatic agent, capable of selectively modulating multiple cellular
pathways in tumor cells. The present study aimed to evaluate the effects of melatonin on cellular
processes associated with tumor progression and on the global proteomic profile of breast cancer
cells with favorable and unfavorable prognosis, using the MCF-7 (luminal A) and MDA-MB-468
(triple-negative) cell lines as experimental models. The results demonstrated that melatonin
treatment significantly reduced cell viability as well as migratory and invasive capacities in both
cell lines, with more pronounced effects observed in MCF-7 cells. At the molecular level,
melatonin promoted the negative modulation of proteins associated with energy metabolism and
hypoxic response, including GAPDH and HIF-1a, in addition to alterations in the expression and
activity of mitochondrial enzymes, indicating impairment of tumor metabolic capacity.
Furthermore, melatonin treatment induced redox imbalance, characterized by increased markers
of oxidative stress and modulation of antioxidant enzymes, as well as changes in the profile of
biogenic amines and polyamines, reinforcing the occurrence of broad metabolic remodeling.
Global and mitochondrial proteomic analyses revealed coordinated regulation of proteins involved
in bioenergetic pathways, carbohydrate metabolism, oxidative stress response, and tumor
progression. Integration of these data with in silico analyses indicated the clinical relevance of
melatonin-modulated genes, showing associations with tumor progression and diagnostic potential
in patient cohorts. Taken together, the findings of this thesis demonstrate that melatonin acts by
imposing a global metabolic restriction on breast cancer cells, particularly at the mitochondrial
level, directly impacting tumor aggressiveness. These results expand the understanding of the
molecular mechanisms underlying the antitumor action of melatonin and reinforce its potential as
an adjuvant agent in personalized therapeutic strategies for different breast cancer subtypes.

Keywords: breast cancer; melatonin; proteomics; mitochondrial metabolism.
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1. INTRODUCAO
1.1 Céncer de mama: fatores de risco e variedades

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude, o numero de novos casos de cancer pode crescer
cerca de 70% até o ano de 2030. Nesse contexto, o cancer de mama (CM) contribui estatisticamente
para esse aumento, pois é o mais incidente entre os canceres em mulheres nos Estados Unidos
(SIEGEL et al., 2022). No Brasil, as estimativas indicam a ocorréncia de 73.610 novos casos por
ano no triénio 2023-2025 (INCA, 2023). Entre os principais fatores de risco associados ao CM,
destaca-se o envelhecimento. O envelhecimento constitui o principal fator de risco ndo modificavel para o
cancer de mama, refletindo o acimulo de alteracdes genéticas e epigenéticas ao longo da vida (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2026). Outro fator de risco relevante é o histérico familiar, especialmente em
casos associados a mutagOes germinativas em genes de alta penetrancia, como BRCAL e BRCAZ2,
que conferem maior suscetibilidade ao desenvolvimento do cancer de mama. Entretanto, tais
mutacbes explicam apenas uma parcela minoritaria dos casos. Adicionalmente, fatores
reprodutivos relacionados ao tempo de exposi¢cdo hormonal, como menarca precoce e menopausa
tardia, bem como aspectos do historico reprodutivo, uso de terapia de reposi¢do hormonal e fatores
de estilo de vida, podem contribuir para o aumento do risco da doenca (SUN et al., 2017).

Por se tratar de um cancer com potencial de progressao e disseminagdo metastatica quando
diagnosticado em estagios avangados, 0 CM pode atingir 6rgdos distantes, como figado, pulméo e
cérebro, 0 que contribui para um prognostico desfavoravel. Nesse sentido, o diagnostico precoce é
de suma importancia, pois esta diretamente associado a maiores taxas de sobrevida global
(BUDNY et al., 2019). Entre as estratégias de deteccdo, o rastreamento mamogréafico constitui a
principal ferramenta, enquanto o autoexame das mamas tem papel complementar, voltado a
conscientizagdo corporal, podendo auxiliar na identificacdo precoce de alteracbes mamarias
suspeitas. Na presenca de achados clinicos ou radioldgicos, é indicado o prosseguimento da
investigacdo diagnostica, sendo a mamografia associada a uma redugdo de aproximadamente 19%
na mortalidade associada ao CM (INCA, 2015).

Apbs a confirmacdo histopatologica de malignidade pelo patologista, o material tumoral é
rotineiramente submetido a analise por imuno-histoquimica, com o objetivo de caracterizar o perfil
de expressao dos principais marcadores utilizados na definicdo do subtipo do cancer de mama.
Para um diagndstico preciso quanto ao tipo histoldgico, grau de diferencia¢do tumoral, status dos
receptores de estrogénio e progesterona e expressao do receptor do fator de crescimento
epidérmico tipo 2 (HER2), faz-se necessaria a realizacéo de analises histologicas complementadas

por testes imuno-histoquimicos, e quando indicado, citogenéticos. Essas abordagens permitem a
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adequada determinacdo do subtipo biologico do tumor e, consequentemente, o direcionamento
terapéutico mais especifico e individualizado (McDONALD et al., 2016; BUDNY et al., 2019).

Com base nesse perfil molecular, o cancer de mama ¢é estratificado em subtipos bioldgicos

associados a diferentes comportamentos clinicos e prognosticos. De forma geral, os tumores que
expressam os receptores de estrogénio (ER+) e progesterona (PR+), classificados como luminais
A ou luminais B, correspondem a aproximadamente 70% dos casos. Um segundo grupo €

constituido pelos tumores com superexpressdo de HER2,
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auséncia de expressdo de ER, PR e HER2, sdo menos incidentes, representando de 10 a 20% dos
casos de cancer de mama (BARZAMAN et al., 2020).

A classificagdo molecular do CM é determinante para a definigdo da estratégia terapéutica
e para a estimativa do prognoéstico. Os tumores com expressao positiva de receptores hormonais
sdo 0s mais incidentes, e em geral, apresentam melhor progndstico, em razdo da boa resposta as
terapias enddcrinas. Em contrapartida, os tumores triplo-negativos apresentam menor incidéncia,
e sdo caracterizados por maior agressividade bioldgica, opgdes terapéuticas limitadas e pior
prognostico clinico (TSANG; TSE, 2020).

O tratamento do CM varia conforme o subtipo molecular. Tumores ER+/PR+ sdo tratados
principalmente com terapia endocrina, podendo ser associada a quimioterapia em casos
especificos, como doenca de alto risco. Nos tumores HER2+, sdo utilizadas terapias baseadas em
anticorpos monoclonais, como o trastuzumabe, geralmente em associacdo a quimioterapia, sendo
a terapia endocrina indicada quando ha positividade concomitante dos receptores hormonais. Ja
para os tumores triplo-negativos, a quimioterapia sistémica permanece como a principal opgéo
terapéutica disponivel (BARZAMAN et al., 2020; WAKS; WINER, 2019) (Figura 1).

A resposta ao tratamento e a sobrevida das pacientes também variam de acordo com o
estadiamento tumoral. No estégio I, a taxa de sobrevida é superior a 98% nos subtipos ER+/PR+
e HER2+, reduzindo-se para aproximadamente 85% nos tumores triplo-negativos. No estagio
metastatico, o tempo médio de sobrevida varia de 4 a 5 anos para tumores horménio-positivos e/ou
HER2+ e de 10 a 13 meses para o subtipo triplo-negativo (WAKS; WINER, 2019).

Apesar da resposta inicial favoravel aos tratamentos, muitas pacientes apresentam recidivas
e resisténcia intrinseca ou adquirida aos quimioterapicos, o que contribui para a reducdo da
sobrevida global (BUTTI et al., 2019). Dessa forma, estudos que busquem identificar alteragdes
nas celulas tumorais sdo fundamentais para o desenvolvimento de novas estratégias diagnosticas e

terapéuticas, visando minimizar recorréncias tumorais e aumentar a sobrevida das pacientes.
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5 Main Intrinsic or Molecular Subtypes of Breast Cancer
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Figura 1: Classificacdo molecular do cncer de mama e progndstico associado.

Fonte: BioRender.com (2026)

Atualmente, a classificacdo do cancer de mama baseia-se predominantemente na avaliacéo
imuno-histoquimica da expressao dos receptores hormonais de estrogénio (ER) e progesterona (PR),
da amplificacdo ou superexpressdo do HER?2 e do indice proliferativo Ki-67, parametros que orientam
a estratificacdo prognostica e a decisdo terapéutica. Nesse contexto, os tumores sdo classificados em
Luminal A (ER+/PR+, HER2—, baixo Ki-67), Luminal B HER2— (ER+/PR+, HER2—, alto Ki-67),
Luminal B HER2+ (ER+/PR+, HER2+), HERZ2-enriched clinico (ER—/PR—, HER2+) ¢ triplo-
negativo (ER—/PR—/HER2-). Paralelamente, analises baseadas em expressdo génica, como o
PAMDS0, definem os chamados subtipos intrinsecos — Luminal A, Luminal B, HER2-enriched,
Basal-like e normal-like. Este Gltimo apresenta baixa frequéncia e limitada aplicabilidade clinica,
sendo frequentemente associado a contaminagdo por tecido mamario normal, ndo devendo ser
confundido com os subtipos luminais definidos por imuno-histoquimica. Assim, a distin¢do entre
subtipagem clinica e molecular é essencial para evitar interpretacdes equivocadas e garantir adequada

correlagdo progndstica e terapéutica (PARKER et al., 2009).
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