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Lista de abreviaturas 

AKT: Proteína quinase B; 

Apaf-1: Fator de ativação 1 da protease 

apoptótica; 

APCs: células apresentadoras de 

antígeno; 

CDK2: Quinase 2 dependente de 

ciclina; 

CDK4: Quinase 4 dependente de 

ciclina; 

c-Jun: Fator de transcrição AP-1; 

CO: Câncer de ovário; 

DCs: células dendríticas; 

ERK 1/2: Proteína quinase 1 ativada 

por mitógeno 3; 

JNK: c-Jun N- terminal cinase 

HER-2: Receptor tirosina quinase; 

IFN-β: Interferon-beta; 

IkB-α: Inibidor alfa de NF-kB; 

IL-10: interleucina 10; 

IL-6: interleucina 6; 

IL-8: interleucina 8; 

Mel: melatonina; 

MT1: Receptor de melatonina 1; 

MT2: Receptor de melatonina 2; 

mTOR: Serina/treonina proteína 

quinase; 

MyD88: fator de diferenciação 

mielóide 88; 

NF-kB: Fator nuclear kappa-B; 

NK: célula exterminadora natural; 

PAMPs: Padrões moleculares 

associados a patógenos; 

PD-1: Proteína de morte celular 

programada-1; 

PD-L1: ligante de morte celular 

programada 1;  

P-gp: Glicoproteína-P; 

PI3K: fosfatidil-inositol 3-quinase; 

PTX: Paclitaxel; 

SHP2: Proteína tirosina fosfatase; 

TAAs: Antígenos associados a tumores; 

TCD8+: célula T citotóxica positivo; 

TCR: Receptor de células T; 

TGF-β: Fator de transformação do 

crescimento beta; 

Th1: resposta polarizada T helper 1; 

TILs: Infiltrados linfocitários; 

TLR: receptor celular do tipo Toll; 

   TLR2: receptor celular do tipo Toll 2; 

   TLR4: receptor celular do tipo Toll 4; 

   TNF-α: fator de necrose tumoral alfa; 

   Tregs: células T reguladoras; 

 VEGF: Fator de crescimento endotelial      

vascular; 
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Resumo 

O câncer de ovário (CO) é uma doença ginecológica com altas taxas de mortalidade 

entre as mulheres. Embora a maioria dos pacientes responda à quimioterapia 

convencional [por exemplo, paclitaxel (PTX)], muitas mulheres se tornam resistentes e 

a doença progride. A melatonina exerce funções antioxidantes, antitumorais e 

imunomoduladoras em uma variedade de tumores sólidos. Portanto, este estudo 

investigou os efeitos do PTX combinado com melatonina na via inflamatória mediada 

pelo receptor toll-like (TLR), sinalização celular e sobrevivência de células de 

carcinoma de ovário humano SKOV-3. O ensaio de citometria de fluxo mostrou que a 

melatonina associada ao PTX promoveu um aumento significativo nas taxas de 

apoptose/necrose. A migração celular foi atenuada apenas pela melatonina e, após sua 

associação com PTX, o número de células migradas e invasivas reduziu 

significativamente. Embora o tratamento combinado de PTX e melatonina não tenha 

sido capaz de reduzir TLR2, os níveis de TLR4, MyD88, TRIF e PD-L1 foram reduzidos 

após a combinação de terapia e até melatonina sozinha. Além disso, a terapia combinada 

reduziu significativamente os níveis de NF-kB p65, p-PI3K, p-AKT, p38, ERK 1/2, 

JNK, CREB, p70s6K e STAT 5. Concluímos que o tratamento combinado foi eficaz na 

redução Viabilidade e capacidade invasiva das células OC enquanto aumenta as taxas 

de apoptose e necrose. Além disso, a combinação atenuou as moléculas a jusante da via 

inflamatória mediada por TLR4 e proteínas relacionadas à sinalização celular em células 

SKOV-3, mostrando-se, assim, capaz de promover alterações na resposta celular e em 

seu potencial maligno. A melatonina pode melhorar a quimiossensibilidade do PTX, 

servindo como uma terapia adjuvante eficaz contra OC. 

 

Palavras-chave: Câncer de ovário, melatonina, paclitaxel, receptor toll-like, PD-L1, 

sinalização celular, células SKOV-3.  
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Abstract 

Ovarian cancer (OC) is a gynecological disease with high mortality rates among women. 

Although most patients respond to the conventional chemotherapy [e.g., paclitaxel 

(PTX)], many women become resistant and the disease progresses. Melatonin exerts 

antioxidants, antitumor, and immunomodulatory functions in a variety of solid tumors. 

Therefore, this study investigated the effects of PTX combined with melatonin on the 

toll-like receptor (TLR) mediated inflammatory pathway, cell signaling, and survival of 

SKOV-3 human ovarian carcinoma cells. The flow cytometry assay showed that 

melatonin associated with PTX promoted a significant increase in apoptosis/necrosis 

rates. The cell migration was attenuated by melatonin alone, and after its association 

with PTX, the number of migrated and invasive cells reduced significantly. Although 

the combined treatment of PTX and melatonin was unable to reduce TLR2, the levels 

of TLR4, MyD88, TRIF, and PD-L1 were reduced following therapy combination and 

even melatonin alone. Furthermore, the combination therapy significantly reduced the 

levels of NF-kB p65, p-PI3K, p-AKT, p38, ERK 1/2, JNK, CREB, p70s6K, and STAT 

5. We concluded that the combined treatment was effective in reducing OC cell viability 

and invasive capacity while increasing apoptosis and necrosis rates. Moreover, the 

combination attenuated the downstream molecules of the TLR4-mediated inflammatory 

pathway and cell signaling-related proteins in SKOV-3 cells, thus proving to be capable 

of promoting changes in the cellular response and in its malignant potential. Melatonin 

may improve the chemosensitivity of PTX, serving as an effective adjuvant therapy 

against OC. 

 

Keywords: Ovarian cancer, melatonin, paclitaxel, toll-like receptor, PD-L1, cell 

signaling, SKOV-3 cells. 
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Capítulo 1 

 

1. Introdução 

1.1. Câncer de ovário: prevalência e mortalidade 

O câncer de ovário (CO) é a neoplasia ginecológica com uma das mais altas 

taxas de letalidade entre as neoplasias que acometem o sistema genital feminino 

(NEERJA; ANNWEN, 2018; WHO, 2021). Mundialmente há uma incidência de 6,6 

mil novos casos a cada 100,000 mulheres em 2021 (WHO, 2021)(Tabela 1). 

Estima-se que até o final de 2022, serão diagnosticados 19.880 novos casos e 

ocorrerão 12.810 óbitos em decorrência da doença nos Estados Unidos de acordo com 

Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER, 2022). Segundo dados do (Instituto 

Nacional do Câncer (INCA) para o triênio 2020/2022 serão diagnosticados no Brasil 

6,650, novos casos a cada 100, 000 mulheres classificando-o como o 7.º mais incidente 

(Tabela 2). Em 2017, ocorreram 3,879 óbitos por CO no país o equivalente a 3,75 a cada 

100, 000 mulheres (INCA, 2021). 

Em decorrência da inespecificidade dos sintomas e métodos de triagem iniciais 

escassos, muitas mulheres são diagnosticadas apenas quando a doença se encontra em 

estágio avançado (FEENEY et al., 2020; JESSMON et al., 2017). Os sintomas podem 

variar de inchaço abdominal, dor pélvica, dificuldade para se alimentar e aumento da 

frequência urinária (BETHESDA, 2002). 

 

Tabela 1 – Taxa mundial estimada de incidência e mortalidade de todos os tipos de 

cânceres a cada 100, 000 mulheres em 2021. 

Câncer Incidência Mortalidade 

Mama 47,8 13,6 

Colo retal 16,2 7,2 

Pulmão 14,6 11,2 

Cérvix uterino 13,3 7,3 

Tireoide 10,1 0,50 

Corpus uterino 8,7 1,8 

Estômago 7,0 4,9 

Ovário 6,6 4,2 

Fígado 5,2 4,8 

Linfoma não Hodgkin 4,8 2,1 
Fonte: Global Cancer Observatory, World Health Organization, 2021 
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Tabela 2 - Incidência estimada de cânceres a cada 100, 000 mulheres no Brasil. 

Câncer  Casos novos % 

Mama  66,280 29,7 

Cólon e Reto 20,470 9,2 

Colo do útero 16,710 7,5 

Traqueia, Brônquio e Pulmão 12,440 5,6 

Glândula Tireoide 11,950 5,4 

Estômago 7,870 3,5 

Ovário 6,650 3,0 

Corpo do útero 6,540 2,9 

Linfoma não-Hodgkin 5,450 2,4 

Sistema Nervoso Central 5,230 2,3 
Fonte: MS/ INCA/ Estimativa de Câncer no Brasil, 2021 

O CO abrange grupos tumorais ovarianos divergentes sendo classificados com 

base nas células de origem (WHO, 2021) em três grandes grupos: origem epitelial, 

células germinativas e células estromais (KURMAN et al., 2014; PRAT, 2012).  

Os tumores provenientes de origem epitelial representam 90% dos diagnósticos 

(MATULONIS et al., 2016) e são subdivididos em seroso, mucinoso, endometrioide e 

de células claras (KURMAN et al., 2014). O subtipo seroso ainda é agrupado em 

carcinoma seroso de baixo grau ou carcinoma seroso de alto grau. Carcinomas de alto 

grau são diagnosticados em 80% das vezes enquanto os de baixo grau, apenas 5% 

(Figura 1) (PRAT, 2012; PRAT; D’ANGELO; ESPINOSA, 2018; WHO, 2021). 

O carcinoma seroso de alto grau tem classificação tipo II e é o mais letal pois 

apresenta sintomas em estágios avançados (III ou IV) (KROEGER; DRAPKIN, 2017; 

LISIO et al., 2019). Esses tumores evoluem a partir de lesões malignas in situ no epitélio 

da fímbria das tubas uterinas e se espalham posteriormente para os ovários 

(BETHESDA, 2002). 

Os tumores serosos sendo de alto ou baixo grau, representam diferenças 

morfológicas, patogêneses, eventos moleculares e prognósticos distintos. Tumores de 

alto grau tem a localização na extremidade fimbrial distal da tuba uterina de uma lesão 

precursora denominada carcinoma intraepitelial tubário seroso, estes, estão relacionados 

com mutações TP53, deficiência de recombinação homóloga e mutações BRCA 

enquanto os de baixo grau se estabelecem dentro do ovário, formando tumores serosos 

benignos e limítrofes e apresentam mutações associadas a BRAF ou KRAS (DE LEO 

et al., 2021; KURMAN et al., 2014; KURMAN; SHIH, 2010). 

O risco de desenvolvimento de CO aumenta em mulheres com mais de 40 anos 

e atinge o pico de incidência em mulheres com mais de 70 anos de idade (WEBB; 

JORDAN, 2017). Mulheres com histórico familiar de CO na família possuem três vezes 
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mais chances de ter a doença (STRATTON et al., 1998). Os processos ovulatórios 

também se relacionam com o histórico de CO, menopausa tardia e menarca precoce 

representam altas chances de desenvolvimento CO (WENTZENSEN et al., 2016).  

 Alguns eventos promovem efeitos protetivos no desenvolvimento tumoral, 

mulheres que passaram por algumas gestações, há uma estimativa de cada gestação 

reduzir em 10-20% o risco de CO (WENTZENSEN et al., 2016), a amamentação reduz 

em até 25% as chances de CO (LUAN et al., 2013), estudos demonstraram que mulheres 

que fazem o uso contínuo de contraceptivos orais tem 30% menos chances de 

desenvolver CO (BERAL et al., 2008), a laqueadura tubária também parece estar 

envolvida com a redução dos ricos de CO em até 30% (SIEH et al., 2013).  

O CO conta com vários estágios tumorais, estes descrevem diversos aspectos do 

tumor como localização e disseminação. A classificação é importante para determinar a 

extensão tumoral, a disseminação para os órgãos linfáticos, a propagação para locais 

distantes e, assim, saber o quão avançado o câncer está. Os estágios podem variar de I a 

IV sendo o IV o estágio mais avançado (PRAT; OLAWAIYE; BERMUDEZ, 2017).   

I Estádio: tumor restrito aos ovários; 

II Estágio: tumor limitado a pelve; 

III Estágio: tumor se estende ao peritônio e pelve; 

IV Estágio: Metástase (INCA, 2021; PRAT; OLAWAIYE; BERMUDEZ, 

2017). 

Apesar dos sintomas iniciais serem inespecíficos, conforme há um crescimento 

tumoral, os estágios iniciais vão avançando e pode ocorrer relatos de pressão, dor ou 

inchaço no abdômen costas ou pernas, náuseas e cansaço constante (INCA, 2021);  

O CO apresenta desenvolvimento rápido e acentuada proliferação na região 

próxima ao peritônio (WAGNER; DUDLEY, 2013). Células tumorais originadas da 

extremidade distal das tubas uterinas ou do epitélio superficial ovariano sofrem 

transição epitelial para mesenquimal, se destacam e espalham-se pela cavidade 

peritoneal (LENGYEL, 2010).  

Os adipócitos secretam fatores de crescimento além de moléculas bioativas 

tornando o ambiente facilmente proliferativo e favorecendo a viabilidade tumoral 

(WAGNER; DUDLEY, 2013). A região peritoneal é rica em tecido adiposo e colabora 

com acentuada proliferação no CO. No processo de metástase, os adipócitos são 

recrutados pelas células neoplásicas e se associam ao microambiente tumoral (DIRAT 

et al., 2011, 2010).  



 

15 

 

Dentre os modelos experimentais existentes, o método de cultivo de células tem 

diversas vantagens desde facilidade de propagação, grande estabilidade e alta 

reprodutibilidade (TUDREJ et al., 2019). A linhagem de células SKOV-3 deriva do 

fluído de ascite peritoneal de paciente caucasiana, de 64 anos diagnosticada com CO em 

1973, a linhagem representa alto potencial invasivo e proliferativo e é muito utilizada 

em experimentos envolvendo tumores de CO epiteliais. 

 

 

1.2. O desenvolvimento de quimiorresistência frente a terapia com paclitaxel  

Atualmente existem muitos medicamentos e terapias alvos direcionadas para o 

tratamento de câncer de ovário (CORTEZ et al., 2018). Entretanto, por apresentarem 

numerosas variações histológicas, a neoplasia conta com diferentes prognósticos o que 

torna ainda mais desafiador o tratamento (KUJAWA; LISOWSKA, 2015; KURMAN; 

SHIH, 2010).  

O padrão atual de tratamento para CO inclui quimioterapia, radioterapia, 

remoção cirúrgica e imunoterapia, mas dependerá do estágio do tumor diagnosticado 

(JAYSON et al., 2014; STEWART; RALYEA; LOCKWOOD, 2019). Em fases 

iniciais, o paciente é submetido a cirurgia e quimioterapia com derivados de platina 

Figura 1- Subtipos histológicos do CO, classificação baseada na histologia e grau tumoral. 
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enquanto em fases avançadas é possível realizar uma terapia combinada com derivados 

de platina e taxol (ORR; EDWARDS, 2018).  

O grupo dos taxanos compreende moléculas que apresentam em sua composição 

um anel complexo “taxano” e uma função amida (WALL, 1998). Faz parte dos membros 

da família dos taxanos o paclitaxel (PTX), um dos agentes antineoplásicos mais 

utilizados para tratar diversos tipos de câncer como: mama, pulmão, bexiga urinária, 

próstata, gástrico, de cabeça e pescoço e ovário (BERNABEU et al., 2017; FU et al., 

2009).  

O fármaco é um agente de polimerização que apresenta amplo espectro 

antitumoral em decorrência da capacidade de estabilizar microtúbulos celulares. Ao se 

ligar a subunidade β da proteína tubulina, proporciona uma polimerização que acarreta 

a formação de um fuso mitótico disfuncional. Ao suprimir o fuso dos microtúbulos, 

consequentemente, irá bloquear a transição metáfase-anáfase; uma vez inibida a mitose, 

a célula é induzida à morte por apoptose (DERRY; WILSON; JORDAN, 1995; 

HORWITZ, 1992; KHANNA; ROSENBERG; VAIL, 2015).  

O mecanismo de ação do PTX ocorre por ativação de vias pró apoptóticas 

dependentes da cascata TLR4, MyD88, c-Jun, ERK1/2 e NF-kB (PFANNENSTIEL et 

al., 2010). O fármaco por ativar citocinas inflamatórias tem como consequência a morte 

das células tumorais, entretanto, alterações nessas vias levam ao desenvolvimento de 

resistência a droga e ineficácia do tratamento (SZAJNIK et al., 2009; YAKIREVICH et 

al., 2006).  

Muitas mulheres desenvolvem resistência ao PTX por diversos mecanismos 

entre eles, mudanças no mRNA tendo a presença de múltiplos genes ribossomais, 

alteração na síntese proteica, estresse oxidativo, glicólise e metabolismo da glutationa 

(AGARWAL; KAYE, 2003). Outro estudo demonstrou que em uma análise com 845 

genes, 337 foram alterados em células neoplásicas resistentes a PTX (SHERMAN-

BAUST et al., 2011). 

A resistência a quimioterapia também denominada quimiorresistência é uma 

adversidade na eficácia do tratamento de tumores humanos. Seja por mecanismos 

adquiridos ou naturais, células em estado metastático são resistentes ao tratamento com 

diversos agentes antitumorais em decorrência da alta adaptabilidade e instabilidade 

genômica das mesmas (GATTI; ZUNINO, 2005).   

A quimiorresistência frente ao tratamento do CO é frequentemente observada e 

responsável por 90% das mortes de pacientes (SHERMAN-BAUST et al., 2011). A 
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maquinaria celular para quimiorresistência é muito ampla, podemos citar como fator 

principal alterações farmacocinéticas da droga que irá modificar absorção, distribuição, 

metabolismo e eliminação do fármaco no organismo interrompendo o ciclo do 

tratamento antitumoral. Alterações no influxo e efluxo do fármaco, inativação e 

alteração no alvo da droga, sistema de reparo do DNA aprimorado, alterações nos 

checkpoints do ciclo celular, inibição da apoptose, transição epitélio mesenquimal 

também irão contribuir com a ineficácia do tratamento, escape das células tumorais e 

quimiorresistência (AGARWAL; KAYE, 2003; GATTI; ZUNINO, 2005; MOSCA et 

al., 2021). 

A capacidade da célula tumoral de diminuir o influxo da droga acarreta ineficácia 

do tratamento, tal mecanismo é conhecido como resistência a múltiplas drogas do inglês 

multidrug resistance (MDR) e faz com que as células se tornem resistentes a 

quimioterapia devido a alteração no microambiente tumoral ou farmacocinética da 

droga (AGARWAL; KAYE, 2003). MDR pode ser intrínseco quando o paciente já 

apresenta modificações genéticas pré-existentes ou adquirida, quando a resistência é 

induzida por quimioterapia (KELDERMAN; SCHUMACHER; HAANEN, 2014; 

LIPPERT; RUOFF; VOLM, 2008) e é capaz de elevar metabolismo de xenobióticos 

bem como elevar o sistema de reparo de DNA (BUKOWSKI; KCIUK; KONTEK, 

2020).   

Existe uma profunda correlação entre membros de proteínas transmembranas da 

superfamília de transportadores ABC e MDR (BUSH; LI, 2002). ABCB1 é o 

transportador mais evidente dessa superfamília e é também conhecido como 

glicoproteína-P (P-gp) (FLETCHER et al., 2010; ZHANG et al., 2015). P-gp é altamente 

expressa na superfície apical de células tumorais epiteliais de CO (FOJO et al., 1987; 

GOLDSTEIN et al., 1989; SCHINKEL et al., 1997) e associada diretamente ao mau 

prognostico (BERGER et al., 2005; DEXTER et al., 1998).  

A recorrência do CO deve-se ao fato de tal mecanismo realizar efluxo ativo de 

moléculas pela membrana celular. O mecanismo envolvendo P-gp está bem elucidado 

no CO e é responsável por reduzir a concentração intracelular de PTX (DING et al., 

2022). GUO et al., (2019) demonstraram que a P-gp está presente na mitocôndria de 

células de CO humanas associadas com a resistência ao taxol e é mediada pelo efluxo 

de drogas existentes na organela. 

Muitas mulheres desenvolvem resistência ao PTX por diversos mecanismos 

entre eles, mudanças no mRNA tendo a presença de múltiplos genes ribossomais, 
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alteração na síntese proteica, estresse oxidativo, glicólise e metabolismo da glutationa 

(AGARWAL; KAYE, 2003). A resistência ao paclitaxel pode estar juntamente 

associada com múltiplas alterações no alvo intracelular, é possível encontrar 

modificações frequentes nos níveis de tubulina α ou β, na mobilidade eletroforetica de 

isoformas e acetilação de α tubulina (ZUNINO et al., 1999). Outro estudo demonstrou 

que em uma análise com 845 genes, 337 foram alterados em células neoplásicas 

resistentes a PTX (SHERMAN-BAUST et al., 2011). 

Na maioria dos casos, o CO é diagnosticado tardiamente (BOWTELL et al., 2015; 

HOWLADER et al., 2018) e, embora muitos pacientes respondam ao tratamento padrão 

(cirurgia e quimioterapia), com o tempo, ocorre recidiva tumoral (BOWTELL et al., 

2015; LUO et al., 2016) associada a quimiorresistência (CHUFFA et al., 2015). Assim, 

a neoplasia conta com um prognóstico ruim tendo uma taxa de sobrevida de 47,6% em 

5 anos (HOWLADER et al., 2018). 

Como a resistência a fármacos antitumorais é um fenômeno multifatorial, é 

necessário abordagens terapêuticas que atuem em diversos mecanismos (GATTI; 

ZUNINO, 2005). 

Portanto, tem-se tentado obter resultados melhores com drogas combinadas ao PTX na 

tentativa de reduzir a quimioresistência e aumentar sua sensibilidade ao tratamento. 

Contudo, os resultados são controversos e não foram adotados como padrões de 

tratamento (MARTH; REIMER; ZEIMET, 2017). 

 

1.3. Mediadores inflamatórios e progressão tumoral 

Receptores Toll like (TLR) são moléculas transmembranas capazes de promover 

inflamação local em resposta a infecções por patógenos e/ou moléculas relacionadas, 

sendo predominantemente expressos por várias células imunes e algumas células 

tumorais (GIRLING; HEDGER, 2007). Segundo (CURTIN et al., 2009), a via TLR 

pode promover o crescimento tumoral. KELLY et al., (2006) sugere que a 

quimiorresistência ao PTX deve ocorrer através de mecanismos ligados ao receptor 

TLR4 no CO. 

Em decorrência da inflamação crônica gerada pelo processo de 

quimiorresistência, receptores TLR são ativados (KELLY et al., 2006), estes por sua 

vez estimulam proteínas quinases MAPKs, p38 e JNK bem como fatores de transcrição 

como o NF-kB e outras STATs (LIM; STAUDT, 2013; ZHAO et al., 2021). Por 

conseguinte, a via composta por MAPK/ERK1/2 regula os fatores de transcrição JNK, 
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FOS, NF-kB e STATs sendo altamente expressos na progressão tumoral e responsáveis 

por processos decorrentes de proliferação, diferenciação, crescimento, migração e morte 

celular (DHILLON et al., 2007; SCHULZE-OSTHOFF et al., 1997). 

Uma vez expressa, a via mediada por TLR, frequentemente alterada nos tecidos 

ovarianos, ativa MyD88 que contribui com a progressão tumoral e metástase além de 

estimular vias de resistência pró apoptóticas (ZHU et al., 2012). A atuação de TLR4 

juntamente com a via de sinalização seguida de MyD88 colabora com a inflamação 

crônica local (HUANG et al., 2005). Sendo assim, a expressão reduzida e até bloqueio 

da sinalização de TLR4/MyD88 resulta em atenuação tumoral (CHEN et al., 2007). 

Enquanto o TLR4, ativado em células imunes, apresenta atividade antitumoral, 

sua ativação em células neoplásicas promove secreção de moléculas pró-inflamatórias 

(IL-6, IL-8, TNF, NO, TGF-β, VEGF), resultando em progressão tumoral, resistência 

apoptótica, supressão do sistema imune, escape imunológico e resistência a terapias 

convencionais (LUPI et al., 2020). Estudos realizados em nosso laboratório mostrou 

aumento da ativação da via de sinalização mediada por TLR4, além da elevação dos 

níveis de IFN-β, IL-6 e TNF-α pelas células do CO induzido quimicamente (CHUFFA 

et al., 2015, 2018). 

De maneira semelhante ao TLR4, diversos estudos associam o aumento do 

receptor TLR2 em CO, este estimula mediadores da cascata PI3K e promove progressão 

tumoral e metástase (PARK; CHUNG; KIM, 2017; ZHANG et al., 2015). Células 

neoplásicas apresentam, na maioria das vezes, alterações na via de sinalização PI3K e 

Akt, sendo frequentemente ativada (YUAN; CANTLEY, 2008). Estudos mostram que 

Akt atua na patogenia do câncer, sendo capaz de modificar a sobrevida, proliferação e 

crescimento celular (VIVANCO; SAWYERS, 2002).  

CHEFETZ et al., (2013) apontaram, em estudos in vivo e in vitro de CO, que a 

via inflamatória TLR2-MyD88-NF-kB, quando deflagrada no momento da cirurgia ou 

quimioterapia, favorece a liberação de diversos detritos celulares formando um processo 

de lesão e resultando em reparo tumoral e recidiva da doença. Novas abordagens são 

esperadas para o reconhecimento da ativação dessa via de sinalização. 

A cascata sinalizadora induzida por MAPK é super expressa tanto nos tecidos 

quanto em linhagens celulares de CO (JIANG et al., 2019), esta transmite sinais 

extracelulares para alvos intracelulares desempenhando papel fundamental na regulação 

de processos básicos (KESHET; SEGER, 2010; SABIO; DAVIS, 2014). A via é 
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composta proteínas quinases como ERK1/2, p38 e c-Jun (JNK1/2/3) responsáveis pelo 

controle da proliferação celular, sobrevivência celular e morte celular (DAVIS, 2000; 

JOHNSON; LAPADAT, 2002). As JNKs são ativas através do estresse celular, 

respondem a estímulos extracelulares e estão constantemente presentes na 

quimiorresistência do PTX em OC (DHANASEKARAN; REDDY, 2008; HUANG et 

al., 2016). 

A sinalização ERK1/2 é ativada por meio de fatores mitogênicos, e sua redução 

pode auxiliar no tratamento de OC (ROBERTS; DER, 2007). Mais recentemente, 

JIANG et al., (2019) reforçaram que a via de sinalização MAPK/ERK é expressa em 

células OC (por exemplo, células SKOV-3), e tal via desempenha um papel vital no 

desenvolvimento e progressão da OC. Da mesma forma, o CREB, importante fator de 

transcrição, pode ser fosforilado por diversas quinases, incluindo ERK 1/2, Akt e p38, 

e sua ativação está relacionada à proliferação celular, apoptose, angiogênese e metástase 

(STEVEN et al., 2020). 

A família STAT de fatores de transcrição se comunica com a membrana celular 

até o núcleo (JAMES E. DARNELL, 1997) e assim estão envolvidos em processos 

apoptóticos, proliferação celular angiogênica e supressão da imunidade antitumoral 

(LEVY; DARNELL, 2002; YU; PARDOLL; JOVE, 2009). Ativação de STATs 

principalmente 5 tem importante participação oncogênica envolvida no comportamento 

maligno do CO (SILVER et al., 2004). Estudos indicam que a ativação de STATs 

relaciona-se com avanço tumoral, maior resistência à quimioterapia e recorrência 

(CHEN et al., 2017; JINAWATH et al., 2010). 

É comum as células tumorais expressarem níveis de PD-L1, alta expressão do 

checkpoint imunológico corrobora com um ambiente imune adaptativo e favorece o 

escape imunológico frente ao tratamento quimioterápico (OHAEGBULAM et al., 

2015). PD-L1 é expresso em macrófagos, linfócitos e algumas células epiteliais em 

perfil inflamatório (SHARPE et al., 2007). A expressão de PD-L1 se relaciona com um 

pior prognóstico em pacientes com CO (HAMANISHI et al., 2007). Ao se ligar com o 

receptor PD-1 presente em células T, o eixo PD-L1/PD-1 é capaz de inibir a ativação 

dos linfócitos corroborando com um aumento de citocinas e mau prognóstico (TAUBE, 

2014; TUMEH et al., 2014).  

A ativação da cascata inflamatória promovida por PI3K/AKT tem como 

consequência a sinalização de PD-L1 (CHEN et al., 2016). A expressão de PD-L1 

também pode ser induzida por TLR via NF-kB (HAN; LIU; LI, 2020). PENG et al., 
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(2015) demonstraram que a sinalização de NF-kB promovida por quimioterapia induz 

expressão de PD-L1 em células de CO, dessa maneira, outras combinações terapêuticas 

são necessárias uma vez que a quimioterapia provoca alterações imunológicas 

importantes no combate ao CO.  

A produção desregulada de mediadores inflamatórios em neoplasias ovarianas 

segue associado com baixa sobrevida de pacientes (SAVANT; SRIRAMKUMAR; 

O’HAGAN, 2018). Dessa forma, a melhor compreensão da patogênese molecular do 

CO fornecerá subsídios para que novos alvos terapêuticos possam ser identificados, 

favorecendo a detecção precoce e a descoberta de novos tratamentos. 

 

 

 

1.4. Melatonina: propriedades antitumorais e sobrevivência no CO. 

 A melatonina (Mel), hormônio secretado pela glândula pineal durante a fase de 

escuro, possui marcante versatilidade funcional com propriedades antioxidantes, 

oncostáticas e imunomoduladoras (REITER et al., 2017; REITER, 2004). Várias 

pesquisas têm chamado atenção para a relação entre o controle neuroimunomodulatório 

e o aparecimento e progressão do câncer. CONTI et al., (2000) relataram um duplo papel 

da Mel atuando como agente imunomodulador: 1) por ativação do sistema imune 

Figura 2 - Esquema representativo das vias de sinalização dos receptores HER2, TLR2, TLR4 e PD-L1. HER2 inicia 

a cascata sinalizada por RAS-RAF-ERK e PI3K-Akt e mTOR vias altamente expressas no câncer de ovário 

envolvidas na proliferação e sobrevivência celular. O receptor TLR2 ativa a via canônica enquanto o TLR4 ativa a 

via canônica e a não canônica, envolvidos na expressão moléculas inflamatórias. O ligante de morte programada PD-

L1 é uma proteína altamente expressa em câncer de ovário que ao se ligar no receptor PD-1 tem capacidade de 

desativação de células T.  
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seguido de um aumento da atividade de macrófagos, linfócitos T helper (Th1) e 

produção de citocinas; 2) por reajuste a longo-prazo das funções imunológicas devido à 

regulação circadiana, afetando hematopoiese e divisão celular. Um estudo anterior 

verificou que a administração de Mel suprimiu a expressão de TLR4 e, 

consequentemente, reduziu os níveis dos fatores MyD88, TRIF (IRF3), IkB-α citosólica 

e NF-kB/p65 (Figura 2) nuclear em modelo experimental in vivo de CO (CHUFFA et 

al., 2015). Além disso, vários registros apontam a Mel como atuante na prevenção das 

etapas de iniciação, promoção e progressão tumoral. Foi demonstrado que a eficácia da 

Mel em limitar a proliferação de células tumorais depende do período de administração, 

sendo o final da fase clara e início da fase escura mais indicada (SAUER; DAUCHY; 

BLASK, 2001). Os efeitos oncostáticos da Mel são mais pronunciados em tumores 

hormônio dependentes (mama e ovário), provavelmente por antagonizar a mitose 

mediada por estrógeno (HILL et al., 1992). Em adição aos efeitos oncostáticos, a Mel 

protege os precursores hematopoiéticos de possíveis efeitos tóxicos causado pela 

quimioterapia (SRINIVASAN et al., 2008).  

Estudos mostram que a expressão do receptor de Mel em células ou tecidos 

tumorais, via ativação de MT1 e MT2, promoveu efeitos antiproliferativos e protetores 

em vários tipos de câncer (JABLONSKA et al., 2014). SHEN et al., (2016) observaram 

importantes efeitos na inibição do crescimento tumoral com a administração de Mel nas 

doses de 400, 600 e 800 µM em células OVCAR-429 e PA-1; como consequência, 

houve atraso das fases G1/S e regulação negativa de CDK2 e CDK4. O uso da Mel como 

adjuvante terapêutico atenuou resposta inflamatória em células CO por meio da inibição 

de vias de sinalização canônicas (NF-kB, p38 MAPK) e não canônicas (IRF3), logo, 

pode-se reduzir a resistência dos efeitos colaterais causados por quimioterapia 

(CHUFFA; REITER; LUPI, 2017). 

Estudos em modelo in vivo de CO utilizando doses de 200 µg de Mel por 60 dias 

evidenciaram redução na massa e volume tumoral e incidência de adenocarcinomas em 

ratas adultas, bem como indução de apoptose (CHUFFA et al., 2013, 2016). Esses 

achados demonstraram a efetividade da Mel contra o CO, porém um melhor 

detalhamento desses processos em modelo de célula humana frente ao tratamento com 

PTX pode apontar outros mecanismos envolvidos. 

FERREIRA et al., (2014) demonstraram que em ratas tratadas com Mel na dose 

de 200 µg/100g peso corpóreo/dia mostraram regulação negativa de Her-2 e de 

moléculas relacionadas com a via MAPK, Akt e mTOR. Portanto, a diminuição de Her-
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2 pode auxiliar na melhora tumoral em CO resistente a quimioterapia. No entanto, é 

necessário o reconhecimento da ativação desta via pela Mel na presença de PTX.  

  AKBARZADEH et al., (2017) evidenciaram que a Mel também inibiu a 

proliferação de células tumorais isoladas de SKOV-3 por meio da modulação de PI3K 

e MAPK, agindo como um importante mecanismo na supressão tumoral. (WANG et al., 

(2012) constataram uma inibição por meio da Mel na fosforilação de NF-kB e Akt/PI3K 

em células de câncer de mama MDA-MB-361, o que levou, consequentemente, a uma 

ativação da via apoptótica Apaf-1. Contudo, são necessários mais estudos que 

examinem as vias da Mel associadas ao PTX, para alcançar maior compreensão dos seus 

benefícios. 

 

2. Justificativa 

Mecanismos desconhecidos que participam do desenvolvimento e progressão do 

CO podem estar diretamente associados à atividade inflamatória e resistência à 

apoptose. Quimioterápicos desempenham atividades fundamentais no controle do 

crescimento tumoral; no entanto, de forma súbita, muitas mulheres desenvolvem 

quimioresistência e a progressão tumoral avança drasticamente. O mecanismo de 

quimioresistência pode estar ligado ao padrão de resposta particular resultando em óbito 

da paciente. Tendo a propósito as terapias funcionais como ferramentas úteis no 

Figura 3 - Representação das vias atuantes da Mel no câncer de ovário. O hormônio tem capacidade de inibir 

proliferação, sobrevivência, migração celular, inflamação e angiogênese. Mel foi capaz de atenuar vias relacionadas 

a proliferação e quimiorresistência tais como Her2 e TLR4, ademais, inibiu ERK1/2 e NF-kB responsáveis por 

aumentar genes de transcrição que facilitam o mau prognóstico. Adaptado de Chuffa et al. 2017. 
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entendimento dos aspectos moleculares que controlam a carcinogênese do CO, o estudo 

visa explorar os efeitos in vitro da melatonina associado ao PTX sobre a via inflamatória 

mediada por TLRs e sobrevivência celular em linhagem de carcinoma ovariano. 

Portanto, o presente estudo investigará os seguintes aspectos: 1) Poderia a melatonina 

reverter a quimioresistência frente ao tratamento com PTX? 2) Qual seria o efeito 

associado da melatonina com PTX sobre a ação tumoral no CO? 3) Qual a participação 

das moléculas de checkpoint nesse cenário?  

Além da terapia com melatonina não promover citotoxicidade em tecidos e 

órgãos saudáveis, tem mostrado importante ação moduladora sobre alguns mediadores 

do processo imune em tumores sólidos, podendo favorecer o prognóstico da doença, 

auxiliar no bem-estar do paciente e, principalmente, no entendimento dos mecanismos 

ligados a quimioresistência. A avaliação do CO, sob o ponto de vista inflamatório, a 

sobrevivência da célula tumoral, e o papel da melatonina como adjuvante terapêutico 

apontam como novas estratégias de combate ao CO. 

3. Hipótese  

O tratamento com melatonina potencializa os efeitos do PTX, diminui a taxa de 

migração e invasão celular enquanto promove apoptose. Além disso, a associação dos 

agentes poderá atenuar os efeitos ligados a quimioresistência e sobrevivência das células 

SKOV-3. 

4. Objetivo Geral  

Avaliar o efeito do tratamento com a melatonina associado ao PTX sobre o padrão 

de resposta inflamatória mediada por TLR e a sobrevivência das células de carcinoma 

de ovário humano (SKOV-3).  

4.1. Objetivos Específicos 

1. Avaliar os efeitos dos tratamentos com melatonina associado ao PTX na 

linhagem de células SKOV-3; 

2. Avaliar a viabilidade celular, citotoxicidade, migração e invasão celular, 

apoptose e necrose frente aos tratamentos específicos; 

3. Quantificar os receptores TLR2 e TLR4, e os fatores imunológicos MYD88, 

TRIF e PD-L1 envolvidos no processo de resposta imune; 

4. Quantificar os p-PI3K, p-Akt envolvidos na progressão tumoral; 

5. Quantificar os mediadores de sobrevivência celular NF-kB, ERK1/2, STAT5, 

CREB, p38 e JNK.  
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