
RESSALVA 

Atendendo solicitação do(a)  

autor(a), o texto completo desta tese 

será disponibilizado somente a 

partir de 20/02/2022. 



Programa de Pós-graduação em Biologia Geral e Aplicada 
Instituto de Biociências de Botucatu/ UNESP 
Rua Professor Doutor Antonio Celso Wagner Zanin, 250 - CEP 18618-689 - Botucatu - SP - Brasil 
Tel (14) 3880-0781 posgraduacao@ibb.unesp.br 

Campus de Botucatu 

Instituto de 
Biociências PG-BGA 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 

INSTITUTO DE BIOCIÊNCIAS DE BOTUCATU 

EFEITO DO IMUNOMODULADOR P-MAPA ASSOCIADO À 

INTERLEUCINA-12 SOBRE A VIA DE SINALIZAÇÃO DOS 

RECEPTORES TOLL-LIKE E AGRESSIVIDADE DAS CÉLULAS 

SKOV-3 DE CARCINOMA OVARIANO HUMANO

LUIZ ANTONIO LUPI JÚNIOR 

BOTUCATU  SP 

2020 



Programa de Pós-graduação em Biologia Geral e Aplicada 
Instituto de Biociências de Botucatu/ UNESP 
Rua Professor Doutor Antonio Celso Wagner Zanin, 250 - CEP 18618-689 - Botucatu - SP - Brasil 
Tel (14) 3880-0781 posgraduacao@ibb.unesp.br 
 

Campus de Botucatu 

Instituto de  
Biociências PG-BGA 

 

EFEITO DO IMUNOMODULADOR P-MAPA ASSOCIADO À 

INTERLEUCINA-12 SOBRE A VIA DE SINALIZAÇÃO DOS 

RECEPTORES TOLL-LIKE E AGRESSIVIDADE DAS CÉLULAS 

SKOV-3 DE CARCINOMA OVARIANO HUMANO 

 

 

 

 

 

LUIZ ANTONIO LUPI JÚNIOR 

 

PROF. DR. LUIZ GUSTAVO DE ALMEIDA CHUFFA 

 

PROFª. DRª. FLÁVIA KARINA DELELLA 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Instituto de Biociências, Campus de 

Botucatu, UNESP, para obtenção do título de Doutor no 

Programa de Pós-Graduação em Biologia Geral e 

Aplicada, Área de concentração Biologia Celular e 

Estrutural 

 

      Orientador: Prof. Dr. Luiz Gustavo de Almeida Chuffa

 

 

 

 

 

 

 

BOTUCATU  SP  

2020



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4
 

Dedicatória 

 

Dedico este trabalho àqueles que são a base da minha existência e alimentam diariamente 

minha força de vontade: Deus, meu filho Lorenzo, minha esposa Marcilene, minha mãe Cecília e 

para meu maior exemplo, que olha por todos nós diariamente ao lado de Deus, meu querido pai 

Lupi. 

 



 

5
 

Agradecimentos

 

 A Deus, por ter sempre me abençoado com disposição, energia, inteligência e saúde para 

produzir tudo que fosse necessário e mostrar o melhor caminho para que eu alcançasse meus 

objetivos. 

 Ao meu pai, por ter me dado educação, por ter investido tempo e dinheiro em meus

sonhos, sempre acreditando que eu seria bem sucedido. Obrigado por ser exemplo, por sempre 

ter cuidado de mim e continuar olhando por nós e por toda a nossa família daí de cima. Você 

sempre será lembrado com muito amor. 

 À minha mãe, que ao lado de meu pai, me providenciou a melhor educação possível e foi 

meu porto seguro, sempre garantindo que tudo daria certo e que nada faltaria para mim e para 

minha família amada. Obrigado por ajudar a superar todo e qualquer momento de dificuldade e 

estar continuamente à disposição para qualquer chamado. Espero um dia poder retribuir toda a 

ajuda, o carinho e amor que nos deu. 

 À minha esposa Marcilene, minha companheira de lutas diárias, meu amor. Obrigado por 

acompanhar diariamente minha jornada, por abdicar de tudo para cuidar de mim e do nosso filho, 

por aceitar a aventura de viver em família. Obrigado por aceitar e superar as inúmeras 

dificuldades, as restrições e por dividir e comemorar as alegrias e conquistas comigo. Obrigado 

por me fazer ter certeza de que, independente de qualquer coisa, sempre posso contar com você

para me dizer que tudo vai dar certo e que dias muito melhores virão. Obrigado por respeitar 

minhas escolhas e por viver cada dia na certeza de que Deus sempre irá nos abençoar. 

 Ao meu filho Lorenzo, essa criança iluminada, que eu amo com todas as minhas forças, 

muito além do que eu imaginei que poderia amar um dia. Obrigado por ser uma benção, por ser 

tão atento, delicado, amoroso, colaborativo, inteligente, curioso e aventureiro. Obrigado por me 

ensinar a ser mais simples, a amar mais, a observar mais os detalhes e a entender a importância 

de cada segundo, de cada sorriso, de cada gesto e atitude, de cada palavra e de cada aventura. 

Você é minha inspiração! 

 Às minhas irmãs, cunhados e sobrinhos queridos, que sempre acompanharam e apoiaram 

minhas escolhas e meu caminho. Obrigado por ser família, por fazerem eu me sentir apoiado e 

admirado sempre que precisei de uma palavra positiva ou de um gesto de carinho. Tenho certeza 

que posso contar com vocês para tudo. 

 Ao meu mestre, orientador, professor e amigo prof. Luiz Gustavo Chuffa. Obrigado por 

aceitar o desafio de ter um doutorando como seu primeiro orientado de pós-graduação. Obrigado

por transformar minha carreira, por dar a oportunidade de fazer, produzir e saber mais. Por 

sempre se preocupar em ser melhor e fazer de nós cada vez melhores. O melhor líder é aquele 



 

6
 

que lidera pelo exemplo e não existem dúvidas que se um dia eu tiver um pouco da sua 

sabedoria, da sua disposição e da sua capacidade de execução e produção estarei satisfeito. 

 À minha co-orientadora, professora Flávia Delella e sua equipe, por me acolher em seu 

laboratório de cultura celular e aceitar o desafio de ensinar as técnicas de cultivo desde o início, 

além de sempre contribuir para o crescimento do meu trabalho. 

 A todos os professores e servidores do departamento de Anatomia, que sempre foram 

companhia diária, sempre garantiram convivência leve e agradável e sempre proporcionaram 

muita sabedoria. Agradeço especialmente ao prof. Wílson, que me acolheu e orientou durante a 

iniciação científica e mestrado, me ensinando a base de ser bom aluno, escritor, pesquisador, 

colega e amigo, com ensinamentos que levarei para sempre. 

 Aos meus colegas de pós-graduação pela convivência diária, por todos os aprendizados e 

compartilhamento dos desafios diários, principalmente ao nosso grupo de pesquisa: Maira, 

Henrique, Letícia e Roberta. Especialmente agradeço ao meu grande companheiro Henrique, 

sempre disposto a ajudar, aprender e a oferecer uma palavra amiga ou garantir uma boa risada.

 A todos os parceiros, amigos e colegas que cruzaram meu caminho e, de alguma forma, 

me ensinaram sobre a ciência, sobre a educação, o aprendizado, a sala de aula ou sobre a vida. 

Seria incapaz de ser quem eu sou, mesmo que pequeno, sem a passagem de vocês por minha 

existência. 

 Ao Instituto de Biociências, seção de pós-graduação e às agências de fomento e amparo à 

pesquisa  CAPES (Processo 0708/2018), CNPq (Processo 401040/2016-0) e FAPESP (Processo 

2019/00906-6 e Processo 2016/03993-9) - pelo suporte estrutural e financeiro. 

  



 

7
 

Sumário

 

Resumo  ..........................................................................................................................................8

Capítulo 1  .......................................................................................................................................9

Introdução ............................................................................................................................................................... 10

Hipótese e relevância do tema ................................................................................................................................ 20

Objetivo geral ......................................................................................................................................................... 21

Objetivos específicos .............................................................................................................................................. 21

Capítulo 2 ......................................................................................................................................22

Artigo ...................................................................................................................................................................... 23

Supplementary material .......................................................................................................................................... 46

Capítulo 3 ......................................................................................................................................49

Artigo ...................................................................................................................................................................... 50

Conclusões ....................................................................................................................................67

Referências bibliográficas ............................................................................................................69

 
 

 



 

8
 

Resumo

 

O câncer de ovário apresenta elevada incidência em mulheres nos períodos de pós-

menopausa e, devido ao seu diagnóstico tardio e baixo prognóstico, é a quinta causa mais 

comum de morte por câncer em mulheres. A doença responde inicialmente aos tratamentos 

convencionais, retardando o crescimento da massa tumoral, porém, com o tempo, muitas 

mulheres desenvolvem quimioresistência, frequentemente relacionada ao processo inflamatório, 

e a doença recorre. As imunoterapias têm sido propostas como uma alternativa complementar ao 

tratamento dos tumores de ovário, apesar de sua eficácia ainda não estar totalmente comprovada. 

O imunomodulador P-MAPA (agregado polimérico de fosfolinoleato-palmitoleato de magnésio 

e amônio proteico) é um biopolímero que tem apresentado efeitos significativos sobre 

componentes do sistema imunológico, sendo capaz de estimular os receptores celulares toll-like

(TLR), particularmente TLR2 e TLR4, e também a produção de linfócitos T, citocinas como a 

IL-2 e IFN- natural killers (NKs). Por 

sua vez, a interleucina (IL)-12 tem sido administrada em pacientes com tumores sólidos, 

incluindo os de ovário, na tentativa de estimular a resposta inflamatória polarizada T helper 1 

(Th1),  aumentando a produção de interferon-gama (IFN- . No entanto, o efeito direto desses 

dois agentes imunoterapêuticos nas células do câncer de ovário, importante constituinte do 

microambiente tumoral, permanece sem ser estudado. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi 

analisar o efeito dos tratamentos com P-MAPA e IL-12, isolados ou em associação, na 

tumorigenicidade e processo inflamatório na linhagem de células SKOV-3 de carcinoma 

ovariano. Apesar de não promoverem a morte celular, os compostos P-MAPA e IL-12 

diminuíram a atividade metabólica das células em aproximadamente 20% quando administrados 

isoladamente ou em associação. A combinação P-MAPA+IL-12 diminuiu os níveis de MyD88, 

IRF3 e NF-

mediado por TLRs. Além de reduzir os níveis de TLR2, a terapia com P-MAPA estimulou a 

secreção de IL-3, IL-9, IL-10, CCL22 e CCL5. Além disso, o P-MAPA aumentou 

significativamente a sensibilidade das células SKOV-3 ao paclitaxel. Finalmente, a análise 

proteômica global demonstrou o efeito da combinação P-MAPA+IL-12 na regulação de 

importantes proteínas estruturais e envolvidas em processos metabólicos e energéticos. Entre 

elas, proteínas envolvidas em junção celular, adesão focal metabolismo de RNA e função 

ribossomal tiveram seus níveis aumentados após tratamento com a associação P-MAPA+IL-12. 

Por sua vez, proteínas relacionadas à sinalização celular, processos mitocondriais e energéticos e 

à via de sinalização Wnt apresentaram-se diminuídas. Desta forma, a imunoterapia com P-

MAPA e/ou IL-12 representa uma alternativa terapêutica promissora no combate ao câncer de 

ovário, demonstrando efeito direto nas células tumorais, além do efeito imunomodulatório já 

conhecido nas células do sistema imune. 

 

Palavras-chave: câncer de ovário, SKOV-3, P-MAPA, IL-12, imunoterapia, TLR, proteoma. 
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Capítulo 1

 

Introdução 
 

Ovários    

 Os ovários são órgãos ovóides pares, localizados na cavidade pélvica feminina. Estão 

normalmente localizados próximos à fixação do ligamento largo do útero nas paredes laterais da 

pelve. Fazem contato com as tubas uterinas e o útero, conectados pelo ligamento largo do útero, 

que por sua vez é formado por três partes: mesométrio, mesossalpinge e mesovário. São as 

gônadas femininas, responsáveis pela produção dos gametas femininos (oócitos), além de 

possuírem função de glândula endócrina, produzindo hormônios como o estrógeno e a 

progesterona. Antes da primeira ovulação, o ovário apresenta-se liso e róseo, porém torna-se 

branco-acinzentado e rugoso devido à fibrose e distorção progressiva decorrentes dos repetidos 

processos ovulatórios (DANGELO & FATTINI, 2007). A superfície do ovário é coberta por um 

epitélio germinativo, de tecido epitelial pavimentoso ou cúbico simples, seguida por uma camada 

de tecido conjuntivo denso, a túnica albugínea. Abaixo da túnica albugínea encontra-se a região 

cortical, onde predominam os folículos ovarianos, que são o conjunto do ovócito e das células 

que o envolvem. A parte mais interna do ovário contém tecido conjuntivo frouxo e um rico leito 

vascular, sendo denominada região medular (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013). 

 

Câncer de ovário: incidência, fatores de risco, classificação e tratamento 

 O câncer de ovário é o quinto tipo de câncer mais letal entre todos aqueles que acometem 

as mulheres, sendo o mais letal entre os cânceres que acometem o sistema genital feminino 

(SIEGEL et al., 2019) (Figura 1). Estima-se que, até o final de 2019, serão diagnosticados 

22.530 novos casos de câncer de ovário e ocorrerão 13.980 óbitos em decorrência da doença nos 

Estados Unidos (SIEGEL et al., 2019). No Brasil, para cada ano do biênio (2018-2019) são 

previstos 6.150 novos casos da doença, que causou óbito de aproximadamente 3.771 mulheres 

no ano de 2016, segundo o Instituto Nacional do Câncer (INCA, 2019). Os sintomas 

relacionados ao câncer de ovário são comumente inespecíficos e costumam ser ignorados, ou 

tratados de forma a eliminar desconfortos. Os sintomas mais freqüentes são aumento do volume 

abdominal, dor abdominopélvica persistente, dificuldade na alimentação e aumento da urgência

ou freqüência urinária (LEDERMAN et al., 2013). Associado à inespecificidade dos sintomas, a 

falta de métodos de diagnóstico precoce para esse tipo de câncer resultam em um alto índice de 

pacientes diagnosticadas com a doença em estágio avançado, fato que está associado à alta taxa 

de mortalidade relacionada ao câncer de ovário (JESSMON et al., 2017). De fato, quando as 
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mulheres são diagnosticadas precocemente, cerca de 90% sobrevive por período maior que cinco 

anos pós-diagnóstico. No entanto, a taxa de sobrevida após 5 anos do diagnóstico é de 65% para 

tumores em estágio II, 34% para tumores em estágio III e de apenas 15% para pacientes com 

tumor em estágio IV do desenvolvimento (USACH et al., 2015). 

 

Figura 1. Estimativa dos dez tipos de câncer com maior número de mortes, por sexo, para o ano de 2019. O câncer 

de ovário figura como a quinta maior causa de morte em decorrência do câncer nas mulheres. Fonte: SIEGEL et al., 

2019. 

 

O câncer de ovário é relativamente raro em mulheres com menos de 40 anos e, a partir 

dessa idade, o risco de desenvolvê-lo aumenta até atingir o pico de incidência por volta dos 70 

anos de idade (WEBB et al., 2017). É bem estabelecido que mulheres com histórico familiar de 

câncer de ovário possuem maior risco de desenvolver a doença. O risco para aquelas que 

possuem pelo menos um parente de primeiro grau com diagnóstico dessa malignidade é 

aproximadamente três vezes maior comparado àquelas sem histórico familiar (STRATTON et 

al., 1998). A presença de mutações no gene BRCA1 também parece favorecer o surgimento de 

tumores ovarianos, apresentando risco 40-50% maior em mulheres com idade próxima aos 70 

anos, enquanto o risco associado a mutações do gene BRCA2 é de, aproximadamente, 10-20% 

(BOYD et al., 2003). Outros conhecidos fatores de risco ao desenvolvimento do câncer de ovário 

são aqueles relacionados ao número de processos ovulatórios. Neste sentido, a menopausa tardia 

e a menarca precoce estão associadas à maior incidência da doença e o uso contínuo e 

combinado de contraceptivos orais parece funcionar como um fator protetor (WENTZENSEN et 

al., 2016; WEBB et al., 2017). Da mesma forma, a nuliparidade coloca as mulheres sob maior 

risco de desenvolvimento dessa patologia, enquanto aquelas com pelo menos uma gravidez bem 

sucedida possuem risco diminuído de forma proporcional ao número de filhos  probabilidade de 

10-20% menor de ocorrência a cada filho nascido (WENTZENSEN et al., 2016). Aliado a estas 
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evidências, a amamentação também diminui cerca de 20-25% o risco de surgimento do câncer de 

ovário, estando esse cada vez mais diminuído quanto maior o tempo de amamentação (LUAN et 

al., 2013). Entre outros fatores, a terapia hormonal pós-menopausa, principalmente aquelas que 

usam exclusivamente estrógeno, e a presença de condições associadas a processos inflamatórios, 

como endometriose e síndrome do ovário policístico, estão correlacionados positivamente com a 

incidência de tumores ovarianos (WENTZENSEN et al., 2016; WEBB et al., 2017; LA 

VECCHIA et al., 2017). 

 Segundo a classificação do Comitê de Oncologia Ginecológica da Federação 

Internacional de Ginecologia e Obstetrícia (FIGO), o câncer de ovário pode ser classificado em 

quatro estágios: estágio I, quando o tumor está confinado aos ovários; estágio II, quando o tumor 

acomete um ou ambos os ovários e apresenta extensão para a cavidade pélvica; estágio III, 

quando o tumor acomete um ou ambos os ovários, tem indícios cito ou histológicos de ter se

disseminado para o peritônio abdominal e/ou promove metástase para os linfonodos 

retroperitoneais; estágio IV, quando o câncer apresenta metástases em órgãos mais distantes, 

além dos implantes peritoneais (DUSKA et al., 2017; BEREK et al., 2018). O câncer de ovário 

é, na verdade, um termo pouco específico usado para uma grande variedade de tumores que 

envolvem a gônada feminina. Pode ser classificado de três formas distintas: carcinoma epitelial, 

de células germinativas e de células estromais, dos quais o carcinoma epitelial é, de longe, o 

mais frequente e impactante (KROEGER et al., 2017). Por muito tempo, as teorias mais aceitas 

para o surgimento e desenvolvimento desses tumores sugeriram que este se originava de novo ou 

devido às ovulações incessantes, que causam ciclos repetidos de lesão, inflamação e cicatrização. 

No entanto, a grande diversidade de aspectos clinicopatológicos e perfis moleculares dos 

diferentes tumores epiteliais que acometem o ovário levaram ao surgimento de um modelo 

dualístico de caracterização que acomodou a grande heterogeneidade de lesões, uma vez que 

tumores mais agressivos parecem se originar fora do órgão, principalmente nas tubas uterinas 

(KURMAN & SHIH, 2011). Desta forma, o grupo de tumores tipo I é composto por: carcinoma 

seroso de baixo grau, carcinoma endometrioide de baixo grau, carcinoma de células claras e 

carcinoma mucinoso, todos eles se desenvolvendo a partir de etapas bem definidas que se 

iniciam com uma lesão precursora, como tumores borderline ou endometriose (crescimento 

endometrial em regiões externas ao útero, como tubas uterinas e ovários). Tumores do tipo I 

caracterizam-se por apresentarem crescimento lento, desprovido de dor e bom prognóstico, além 

de normalmente estarem confinados no ovário. São relativamente estáveis geneticamente, 

apresentando uma sequência de mutações características que incluem KRAS, BRAF, PTEN e

ARID1A, mas que raramente envolvem o gene TP53 (SHIH & KURMAN, 2004; JONES et al., 

2010; WIEGAND et al., 2010; KURMAN & SHIH, 2011). Por sua vez, os tumores epiteliais de 
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ovário do tipo II são compostos por: carcinoma seroso de alto grau, carcinoma endometrioide de 

alto grau, carcinosarcomas (tumores mesodérmicos) e carcinomas indiferenciados. Geralmente 

se apresentam em estágio avançado no diagnóstico (> 75% dos casos), apresentam rápido 

crescimento e alta malignidade. Esses tumores apresentam altíssima instabilidade genética e 

carregam mutações do gene TP53 em mais de 95% dos casos, raramente possuindo alguma das 

mutações características dos tumores de tipo I (AHMED et al., 2010). 

 Dos tumores de ovário diagnosticados, cerca de 80-90% são tumores epiteliais, a maioria 

deles em estágio avançado (II-IV) (JESSMON et al., 2017). Dentre as alternativas de estudo da 

tumorigenicidade e das respostas a tratamentos, a cultura celular é uma das mais eficientes 

atualmente por apresentar alta reprodutibilidade dos experimentos e permitir maior autonomia e 

agilidade na condução dos procedimentos experimentais. A linhagem de células de câncer de 

ovário humano SKOV-3 (Figura 2) está entre as mais utilizadas mundialmente em pesquisas 

científicas sobre tumores epiteliais ovarianos. As células SKOV-3 são derivadas do fluido de 

ascite peritoneal de uma paciente caucasiana, de 64 anos, diagnosticada com câncer de ovário em 

1973. Essa linhagem é resistente a uma variedade de substâncias, como fatores de necrose 

tumoral, adriamicina e cisplatina e apresenta alto potencial de proliferação e invasão. Sendo 

assim, as células SKOV-3 representam uma boa alternativa para o estudo do câncer de ovário, 

uma vez que representam o mais frequente dos tumores, possuindo tumorigenicidade compatível 

com lesões de estágio avançado. 

 

 

Figura 2. Células SKOV-3. Fonte: ATCC, 2018. 
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As atuais opções de tratamento para o câncer de ovário incluem quimioterapia, 

radioterapia, cirurgia de remoção e imunoterapia, dependendo do estágio tumoral e de exposição 

prévia a outras terapias. Pacientes diagnosticadas no estágio inicial da doença são 

frequentemente tratadas com cirurgia e administração de quimioterapia com derivados de platina 

(cisplatina ou carboplatina), enquanto nos estágios mais avançados da doença, o tratamento mais 

comum é a quimioterapia combinada, comumente com derivados da platina associados aos 

derivados do taxol (paclitaxel) (JESSMON et al., 2017). De fato, o atual protocolo de tratamento 

para carcinomas epiteliais de alto grau foi estabelecido a mais de quinze anos atrás e consiste na 

administração de 75 mg/m² de cisplatina associada a 135 mg/m² de paclitaxel por 24 h a cada 

três semanas, repetidos até que se completem seis ciclos terapêuticos (MARKMAN, 2003), 

tendo sido recentemente proposto que a quimioterapia ocorra após cirurgia de citorredução 

(MATULONIS et al., 2016; LISIO et al., 2019). Terapias alternativas para esses tumores têm 

sido testadas, mas nenhuma foi aplicada de forma consistente como uma segunda escolha para o 

combate da doença. Desta forma, apesar de cerca de 70% dos pacientes com carcinoma ovariano 

responderem inicialmente ao protocolo de tratamento padrão, estima-se que cerca de 80% deles 

apresentarão recorrência da doença em algum estágio do tratamento, adquirindo 

quimiorresistência aos principais derivados de platina e taxol (BAST et al., 2009; MATULONIS 

et al., 2016). Entre diversas vias pelas quais se supõe que os tumores de ovário adquiram 

resistência aos agentes terapêuticos, uma das mais evidentes atualmente tem sido a via de 

sinalização inflamatória dos receptores toll-like (TLRs). 

 

Via de sinalização dos TLRs 

 A imunidade inata é a primeira resposta organizada pelo organismo a um desafio 

imunológico e envolve importantes células do sistema imune, como macrófagos, granulócitos, 

células dendríticas e células natural killer (NK). Ao serem desafiadas por um antígeno, essas 

células são capazes de organizar uma resposta para eliminá-lo através de uma série de 

mecanismos, como a fagocitose, geração de espécies reativas de oxigênio e outros sinais pró-

inflamatórios (MUCCIOLI et al., 2012). Os TLRs compõe uma família de receptores 

transmembrana do tipo I dotados de: um ectodomínio rico em leucina capaz de reconhecer 

ligantes, um domínio transmembrana, e um domínio TIR (Toll-interleukin 1 receptor domain)

intracelular responsável pela transdução do sinal e ativação da cascata de sinalização (ROCK et 

al., 1998; KAWAI & AKIRA, 2010) (Figura 3). São receptores especializados em 

reconhecimento de padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs  pathogen associated 

molecular patterns), como lipídios, proteínas e lipoproteínas derivadas de microorganismos, e 

padrões moleculares associados ao dano celular (DAMPs  damage-associated molecular 
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patterns), como chaperonas e componentes da matriz extracelular, em sua grande maioria 

provenientes de tecidos em estágio de necrose (NEWTON & DIXIT, 2012; DAJON et al., 

2017). 

Figura 3. Via de sinalização canônica e não-canônica dos TLRs. Fonte: PATEL et al., 2012. 

 

 Já foram descritos dez genes (TLR1  TLR10) e três pseudogenes (TLR11, TLR12 e 

TLR13) codificadores desses receptores. Uma vez que reconhecem seus ligantes, a transdução 

do sinal se inicia com a dimerização e ativação dos domínios TIR, que formam uma espécie de 

plataforma de recrutamento de moléculas adaptadoras. Este processo leva à ativação de uma 

complexa cascata de sinalização que termina com a ativação de fatores transcricionais e, 

finalmente, ao aumento na produção de fatores pró-inflamatórios (MUCCIOLI et al., 2012; 

DAJON et al., 2017). As principais moléculas adaptadoras capazes de se associar ao domínio 

TIR dos TLRs são: MyD88 (myeloid differentiation primary response gene 88), TIRAP (TIR 

domain-containing adapter protein) ou Mal (MyD88-adaptor like), TRIF (TIR domain-

containing adaptor inducing interferon), TRAM (TRIF-related adaptor molecule) e SARM 

(armadillo-motif containing protein) (BASITH et al., 2011). Muitos estudos têm demonstrado 

que cada TLR possui vias individuais, que convergem para duas cascatas de sinalização, uma 
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dependendente de MyD88 (canônica) e outra dependente de TRIF (não-canônica) (TAKEDA & 

AKIRA, 2015). Os principais TLRs envolvidos na via de sinalização dependente de MyD88 são 

TLR2 e TLR4. Quando estimulados, esses receptores modificam seus domínios TIR com os 

quais as moléculas adaptadoras MyD88 estão associadas. O recrutamento destas leva à 

fosforilação e ativação de variados fatores intermediários, como IRAK-4, IRAK-1, TRAF6 e 

IKKs, que resultam na ativação dos importantes fatores de transcrição AP-1 e NF- nuclear 

factor-kappa B) (AKIRA & TAKEDA, 2004). O NF-

regulam a transcrição de diversos genes inflamatórios e estimulam a produção de citocinas, 

quimiocinas e agentes antiapoptóticos e de resposta ao estresse, como fatores de crescimento e 

pró-angiogênicos (LI et al., 2002). Além da via de sinalização canônica, a ativação de TLR4 

também é capaz de desencadear a via dependente de TRIF, na qual esta molécula está associada 

ao domínio TIR do TLR4 e seu estímulo resulta no aumento dos níveis de IRF3 (interferon 

regulatory factor 3) (FITZGERALD et al., 2003). Por sua vez, níveis aumentados de IRF3 

levam ao aumento da produção de interferons (IFNs) e ativação da atividade citotóxica de 

linfócitos e células NK (MUCCIOLI et al., 2012). 

 Além de sua característica expressão em células do sistema imune, os TLRs também são 

encontrados em outras células, inclusive células endoteliais e epiteliais, a fim de funcionar como 

um primeiro mecanismo de defesa em mucosas (MEDZHITOV et al., 1997; HOPKINS & 

SRISKANDAN, 2005). Especificamente no ovário, são altamente expressos os subtipos TLR2, 

TLR3, TLR4 e TLR5, tanto no epitélio saudável, quanto naquele relacionado às neoplasias 

ovarianas (ZHOU et al., 2009). Desta forma, apesar de seu importante papel na ativação da 

resposta imune e potencial função protetora nas mucosas, a expressão dos TLRs no 

microambiente tumoral tem sido amplamente discutida na literatura como um fator favorável ao 

desenvolvimento do câncer. Utilizando dos DAMPs provenientes, principalmente, de células 

necróticas como fator de estímulo endógeno, a hiperativação desses receptores em tumores de 

ovário mantém um microambiente pró-inflamatório, estando relacionado ao aumento das 

citocinas indutoras de inflamação crônica, supressão da resposta imune e quimiorresistência

(SATO et al., 2009; ZHOU et al., 2009; GATA & LAURENTIU, 2017). De fato, o maior 

impacto causado pela ativação das vias de sinalização dos TLRs é o aumento da expressão de 

MyD88 e NF- diretamente relacionados 

com diminuição da expectativa de vida pós-diagnóstico, além da maior tumorigenicidade já 

discutida anteriormente (ZHU et al., 2012; et al., 2014). 

 O paclitaxel é uma das primeiras escolhas para o tratamento do câncer de ovário, no 

entanto também é um agonista de TLR4 e seu efeito na ativação da via de sinalização 

TLR4/MyD88 tem sido sugerida como um importante fator na aquisição de resistência ao 
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tratamento (HUANG et al., 2005; ZHU et al., 2012). Estudos já demonstraram que células de 

tumores epiteliais do ovário que não expressam essa via de sinalização são mais responsivas a 

estímulos pró-apoptóticos e, consequentemente, são menos agressivos. De forma contrária, 

quando células negativas para MyD88 são transfectadas com a molécula adaptadora passam a 

apresentar resistência ao tratamento com paclitaxel (YANG et al., 2010; CHEN et al., 2012). No 

que se refere às linhagens celulares de câncer de ovário, as células SKOV-3, que possuem a via 

de sinalização do TLR2 e TLR4 ativas, são mais resistentes ao tratamento com paclitaxel quando 

comparadas às células A2780, que não expressam atividade dessa via de sinalização (ZHU et al., 

2012). Esses achados sugerem fortemente que são necessárias novas alternativas terapêuticas 

para o câncer de ovário, sendo uma promissora possibilidade o uso de compostos capazes de 

modular a via de sinalização dos TLRs, inclusive como terapias adjuvantes que restaurem a 

sensibilidade aos principais quimioterápicos. 

 

Propriedades antitumorais do P-MAPA e IL-12 

Avanços no uso de imunoterapias têm sido descritos para o tratamento de diversos tipos 

de câncer, entre eles o câncer de ovário. Uma diversidade de modalidades de tratamento têm sido 

exploradas, entre elas: o uso de imunomoduladores (e.g. CTLA-4, moduladores de PD-1 e PD-

L1), terapias baseadas em anticorpos (e.g. bevacizumab, cetuximab) e vacinas contra o câncer  

(KRISHNAN et al., 2017). O P-MAPA (agregado polimérico de fosfolinoleato-palmitoleato de 

magnésio e amônio proteico, Farmabrasilis®) é um biopolímero com propriedades 

imunomoduladoras, sendo uma molécula produzida através da fermentação do fungo A. oryzae. 

O P-MAPA tem sido utilizado experimentalmente em pesquisas envolvendo o câncer de bexiga, 

e vem apresentando bom prognóstico e baixa toxicidade (ausência de hepatotoxicidade e 

nefrototoxicidade). Seu principal mecanismo de ação é o aumento dos níveis da proteína p53, 

que possui atividade regulatória sobre os TLRs e está diretamente associada com o grau de 

agressividade do tumor (FÁVARO et al., 2012) (Figura 4). 

 

Figura 4. Micro e nanocristais de P-MAPA. Fonte: FARMABRASILIS, 2008. 
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O P-MAPA é um modificador de resposta biológica que apresenta efeitos significativos 

sobre componentes do sistema imunológico, sendo capaz de estimular os receptores TLR2 e 

TLR4, e aumentar a produção de linfócitos T, de citocinas como a IL-2 e o IFN-

promover o aumento da atividade das células natural killers (NKs), com concomitante produção 

e liberação de óxido nítrico pelos macrófagos (FARMABRASILIS, 2008). As citocinas tem a 

capacidade de regular as funções de proliferação, apoptose e diferenciação celular, sendo 

produzidas por vários tecidos e células, incluindo a célula tumoral. Em estudos clínicos com 

portadores de HIV, o P-MAPA levou ao aumento dos linfócitos T CD4+ e CD8+ e de 

granulócitos, trazendo-os de volta à normalidade. Resultados semelhantes foram encontrados em 

pesquisas experimentais, indicando que o P-MAPA possui capacidade de estimular o sistema 

imune (FARMABRASILIS, 2008). Estudos recentes in vivo e in vitro sugerem que o P-MAPA 

atua na modulação da resposta imune em tumores malignos, restaurando a imunocompetência 

celular (FÁVARO et al., 2012). Em modelo de câncer de ovário experimental, o tratamento com 

P-MAPA reduziu o volume tumoral, aumentou a taxa de sobrevida dos animais e potencializou a 

via mediada por TLR4 na presença de cisplatina (CHUFFA et al., 2018). Recentemente,

demonstrou-se que o P-MAPA é capaz de reduzir a migração e invasão de células SKOV-3 do 

câncer de ovário, além de diminuir os níveis de MyD88, IRF3 e NF-

Quando associado com paclitaxel, o P-MAPA aumentou a sensibilidade das células de câncer de 

ovário ao tratamento, sugerindo que esse composto pode apresentar efeito contra a 

quimiorresistência associada à via de sinalização dos TLRs (LUPI et al., 2019). Desta forma, o

P-MAPA pode apresentar resultados promissores como estratégia terapêutica adicional aos 

tratamentos padrões contra o câncer de ovário, tornando-se relevante elucidar a sua ação direta 

nas células tumorais, já que apresenta baixa toxicidade e pode ser de grande valor para os casos 

de quimioresistência aos tratamentos convencionais.  

A interleucina 12 (IL-12) (Figura 5) é uma citocina relacionada com a imunidade inata e 

adaptativa (TRINCHIERI, 1995). É produzida pelas células apresentadoras de antígenos (APCs), 

linfócitos B, células dendríticas e outras. A IL-12 atua sobre as células T e NK estimulando a 

atividade de linfócitos citotóxicos e induzindo proliferação e produção de citocinas, 

especialmente o IFN- -12 é a citocina 

responsável pela diferenciação da resposta polarizada Th1, que por sua vez, também resulta na 

produção de IFN- - -12 (MA et al., 

1996) atuando como um potente feed-back positivo em várias respostas celulares. SMYTH et al. 

(2002) mostraram que altas doses dessa citocina levam à indução da imunidade tumoral mediada 

por células NKs, enquanto baixas doses não mostraram atividade anti-tumoral. Importantemente, 

diversos estudos experimentais têm apontado que a administração sistemática de IL-12 leva a 
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resposta imune antitumoral, principalmente através do aumento da produção de IFN-

Especificamente no câncer de ovário recorrente, o tratamento intravenoso com IL-12 mostrou ser 

uma estratégia funcional benéfica (HURTEAU et al., 2001). Nesse estudo, após os ensaios pré-

dosagens para limitar a toxicidade, pacientes receberam 250 ng/kg de IL-12 em dose única, 

seguido por um intervalo de duas semanas, com ciclos subsequentes de administração durante 

cinco dias consecutivos, seguido de intervalo de 16 dias, até alcançar a regressão do tumor.

Figura 5. Estrutura quaternária da IL-12. Fonte: domínio público (Protein data bank, PDB:1F45) 

As células T NK têm seu papel bem estabelecido na imunidade tumoral (SMYTH et al. 

2002), apesar de estudos adicionais serem necessários para sua aplicabilidade terapêutica. A 

terapia antitumoral mediada por IL-12 também está relacionada com ativação dessas células T 

NK em camundongos (CUI et al. 1997), e seu uso como agente imunoterapêutico parece 

potencializar a rejeição tumoral, conforme já descrito em modelos experimentais de tumores 

como melanoma, timoma e sarcoma (KAWANO et al. 1997, SMYTH et al. 2002). Em modelo 

de câncer de ovário murino, o tratamento com IL-12 (0.33 mcg/dia, via i.p., durante 20 dias) 

resultou em redução no crescimento tumoral com aumento no número de células NK agrupadas 

em seu interior (SILVER et al. 1999). Diante desse cenário, a IL-12, associada ou não com P-

MAPA, também pode representar uma importante alternativa como agente adjuvante no combate 

a diversos tipos de câncer, inclusive o câncer de ovário. 
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Conclusões
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Conclusões

 

O presente estudo avaliou o efeito das imunoterapias com P-MAPA e IL-12, isolados ou 

combinados, na agressividade e na via de sinalização dos TLRs. Foi observado que ambos os 

tratamentos produzem efeitos anti-tumorigênicos nas células SKOV-3, como redução da 

viabilidade, metabolismo e motilidade celular. O P-MAPA é capaz de diminuir o potencial 

invasivo das células tumorais e de aumentar a sensibilidade das mesmas ao tratamento com 

paclitaxel. A terapia combinada com P-MAPA e IL-12 apresenta um potente efeito na via de 

sinalização dos TLRs, sendo capaz de diminuir os níveis de moléculas adaptadoras e produtos 

finais envolvidos na indução da inflamação e, potencialmente, na quimiorresistência das células 

de câncer de ovário. Particularmente, o tratamento com P-MAPA e P-MAPA+IL-12 estimula a 

secreção de mediadores pró e anti-inflamatórios, sendo capaz de modular eficientemente a 

imunogenicidade do microambiente tumoral. Adicionalmente, através da estratégia de análise 

proteômica global, observa-se que o P-MAPA e IL-12 isolados regulam os níveis de proteínas 

estruturais e de sinalização celular tradicionalmente envolvidas na progressão do câncer. A 

associação dos dois compostos também promove a modulação de importantes proteínas 

envolvidas em diversos processos celulares, como oxidação celular, senescência, processos 

metabólicos e energéticos, alterações estas que podem levar à instabilidade das células tumorais, 

disfunções metabólicas e resultar no aumento dos índices de morte celular. Este trabalho 

descreve uma série de efeitos importantes dos compostos P-MAPA e IL-12 que os tornam 

potenciais candidatos a estudos mais aprofundados de seus papéis como agentes adjuvantes para 

o tratamento do câncer de ovário, uma vez que, além de seu conhecido efeito na modulação do 

sistema imune, também influenciam diretamente as células tumorais ovarianas, favorecendo a 

eficácia dos tratamentos mais tradicionais e reduzindo a sua agressividade. 
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