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Resumo

O Cancro do Ovério ¢ uma das principais causas de morte por cancro ginecologico,
caracterizando-se frequentemente por um diagnostico tardio devido a auséncia de
sintomas especificos em fases iniciais. A elevada taxa de mortalidade associada deve-se,
em grande parte, a resisténcia aos tratamentos convencionais, como a quimioterapia
baseada em agentes como a carboplatina e o paclitaxel. A investigagdo sobre novos
compostos ¢ estratégias terap€uticas, como a utilizagdo da ivermectina, tem vindo a
ganhar destaque na tentativa de contornar este desafio.

O presente trabalho foi desenvolvido no dmbito de um estagio de natureza profissional
realizado no Laboratdrio de Patologia Toxicologica da CESPU, integrado na unidade de
investigagdo UCIBIO, com a duragdo de 375 horas. Durante o estagio, tive a oportunidade
de adquirir competéncias laboratoriais relevantes, tais como interpretagao e apresentagao
de resultados cientificos, escrita de protocolos e relatdrios técnicos, cumprimento de boas
praticas laboratoriais e trabalhar em equipa multidisciplinar. Assim como, adquirir
diferentes técnicas laboratoriais tais como, cultura celular em 2D e 3D, incluindo
organoides, avaliacdo de viabilidade celular, em histologia: processamento histologico,
imunocitoquimica, H&E, coloragdes especiais tais como Tricromio de Masson e Sirius
Red e construgdo de cell microarray. Este contexto de formagdo pratica e investigacao
cientifica culminou na concretizagdo do presente estudo, cujo objetivo foi avaliar a
eficacia da ivermectina, isolada e em combinagdo com carboplatina e paclitaxel, na
inibicdo da viabilidade celular em modelos de cancro do ovario, bem como investigar
alteragdes na expressao de biomarcadores associados a quimiorresisténcia.

Foram utilizadas duas linhas celulares tumorais: uma resistente a carboplatina (OVCARS)
e outra resistente a carboplatina e paclitaxel (OVCARS8 PTX R C). As células foram
expostas a diferentes regimes terapéuticos e analisadas por imunocitoquimica,
integrando-se as amostras em cell microarrays para avaliacdo da expressdo de
marcadores moleculares relevantes.

Os resultados demonstraram uma reducao significativa na viabilidade celular quando a
ivermectina foi utilizada em combinagdo com os quimioterapicos, sugerindo um potencial
efeito sinérgico destas combinacOes. Além disso, a expressdo de determinados
biomarcadores, nomeadamente a P-gp e a Mesotelina, indicou uma possivel reversao do
fendtipo resistente, abrindo novas perspetivas para futuras abordagens terapéuticas.

Em conclusdo, este estudo, desenvolvido no contexto de um estagio laboratorial, contribui

para o aprofundamento do conhecimento sobre o cancro do ovério e reforga a importancia
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da investigacdo translacional na identificacdo de novas estratégias terapéuticas para

contornar a quimiorresisténcia.
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Abstract

Ovarian cancer is one of the main causes of death from gynaecological cancer and is often
characterized by late diagnosis due to the absence of specific symptoms in the early
stages. The associated high mortality rate is largely due to resistance to conventional
treatments, such as chemotherapy based on agents like carboplatin and paclitaxel.
Research into new compounds and therapeutic strategies, such as the use of ivermectin,

has been gaining prominence in an attempt to overcome this challenge.

This work was carried out as part of a professional internship at CESPU's Toxicological
Pathology Laboratory, as part of the UCIBIO research unit, which lasted 375 hours.
During the internship, I had the opportunity to acquire relevant laboratory skills, such as
interpreting and presenting scientific results, writing protocols and technical reports,
complying with good laboratory practices and working in a multidisciplinary team. As
well as acquiring different laboratory techniques such as 2D and 3D cell culture, including
organoids, cell viability assessment, histology (histological processing,
immunocytochemistry, H&E, special stains such as Masson's Trichrome and Sirius Red
and cell microarray construction). This context of practical training and scientific research
culminated in this study, the aim of which was to assess the efficacy of ivermectin, alone
and in combination with carboplatin and paclitaxel, in inhibiting cell viability in models
of ovarian cancer, as well as to investigate changes in the expression of biomarkers

associated with chemoresistance.

Two tumor cell lines were used: one resistant to carboplatin (OVCARS) and the other
resistant to carboplatin and paclitaxel (OVCARS8 PTX R C). The cells were exposed to
different therapeutic regimens and analyzed by immunocytochemistry, integrating the

samples into cell microarrays to assess the expression of relevant molecular markers.

The results showed a significant reduction in cell viability when ivermectin was used in
combination with chemotherapy, suggesting a potential synergistic effect of these
combinations. In addition, the expression of certain biomarkers, namely P-gp and
Mesothelin, indicated a possible reversal of the resistant phenotype, opening up new

perspectives for future therapeutic approaches.

In conclusion, this study, carried out in the context of a laboratory internship, contributes

to furthering our knowledge of ovarian cancer and reinforces the importance of
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translational research in identifying new therapeutic strategies to overcome

chemoresistance.
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1. Introducao

O presente estagio de natureza profissional decorreu no Laboratério de Patologia
Toxicologica do Instituto Universitario de Ciéncias da Saude (CESPU), integrado na
Unidade de Ciéncias Biomoleculares Aplicadas (UCIBIO), um laboratério associado de
investigacdo cientifica. Este teve inicio a 2 de outubro de 2024 e prolongou-se até 30 de
abril de 2025.

Durante este periodo, estive envolvida em atividades de investigacdo com foco no
estudo do cancro do ovario, tendo contribuido para o desenvolvimento experimental de
varios projetos de investigacdo. Esta experiéncia permitiu-me nao s6 aprofundar o
conhecimento em modelos biolégicos relevantes, como também consolidar uma vasta
gama de competéncias técnicas. Trabalhei com sistemas de cultura celular em duas e trés
dimensdes, nomeadamente linhas celulares convencionais e organoides derivados de
tecido tumoral, representando modelos fisiologicamente mais relevantes. Realizei ensaios
de viabilidade e citotoxicidade para avaliar a resposta celular a diferentes compostos.

Adicionalmente, tive contato regular com técnicas de histologia cldssica e
avangada, incluindo o processamento ¢ inclusao de amostras em parafina, microtomia,
coloragdio de tecidos (como hematoxilina & eosina), imunocitoquimica,
imunohistoquimica e coloragdes especiais — destacando-se o Tricromio de Masson e o
Sirius Red, utilizadas para avaliagdo de matriz extracelular e fibrose. Também participei
na construc¢do de cell microarrays, otimizando a analise paralela de multiplas amostras
numa Unica lamina.

Paralelamente a consolidacdao de conhecimentos técnicos, este estagio de natureza
profissional contribuiu significativamente para o meu crescimento a nivel pessoal e
profissional. A integra¢do numa equipa multidisciplinar, proporcionou-me um ambiente
de aprendizagem estimulante, onde tive a oportunidade de desenvolver e reforcar
competéncias essenciais, como o trabalho em equipa, a comunicagao cientifica clara e
eficaz, a gestdo rigorosa de tempo em contexto laboratorial, o pensamento critico, a
autonomia e a capacidade de resolucdo de problemas de forma proativa e fundamental.

Ao longo deste percurso, aprofundei o meu conhecimento sobre a biologia do
cancro, com particular enfoque nos mecanismos moleculares subjacentes ao
desenvolvimento e progressao tumoral. Tornei-me mais consciente dos inumeros desafios
associados ao diagnostico precoce e a resisténcia aos tratamentos atualmente disponiveis,
o que reforcou a nocdo da urgéncia e relevancia da investigacdo translacional. Esta

experiéncia permitiu-me compreender, com maior profundidade, como a ponte entre a
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investigacdo basica e a pratica clinica pode abrir um caminho para a identificacao e
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas mais eficazes e personalizadas,
capazes de responder as necessidades das pacientes com cancro do ovario. Paralelamente,
comecei a reconhecer, de forma mais clara, o verdadeiro significado da profissao de
investigador. Percebi que ser investigador ¢ muito mais do que dominar técnicas ou
interpretar resultados, ¢ abracar uma missdo que exige dedicagao, resiliéncia e sentido de
proposito. Senti em mim a responsabilidade de contribuir para um corpo de conhecimento
que pode, um dia, mudar vidas. Esta tomada de consciéncia aproximou-me ainda mais do
compromisso ético e humano que sustenta a investigacao cientifica, despertando em mim
um profundo respeito por esta profissdo que, através do rigor, da curiosidade e da
persisténcia, procura incessantemente respostas para problemas complexos com impacto
real na vida das pessoas.

Durante o estdgio, tive a oportunidade de desenvolver um trabalho de investigacao
focado na andlise da resposta de linhas tumorais de cancro do ovario a diferentes
estratégias terapéuticas, com especial énfase na utilizagdo de agentes quimioterapicos
convencionais em combinag¢ao com farmacos reaproveitados. Este trabalho enquadrou-se
num projeto mais alargado de investigacdo translacional, permitindo uma abordagem
integrada desde as linhas celulares até a andlise de biomarcadores.

O presente relatorio inicia-se com uma contextualizacdo teodrica do cancro do
ovario, seguindo-se a descri¢do dos objetivos, metodologias utilizadas, apresentacdo dos
resultados obtidos e respetiva discussdo. O principal objetivo deste trabalho foi avaliar a
expressao de diversos biomarcadores apods tratamento com agentes quimioterapicos,
isoladamente ou em combinacdo com farmacos reaproveitados, como a ivermectina,

utilizando a abordagem de cell microarray.

1.1. Cancro do Ovairio
1.1.1. Epidemiologia
O cancro do ovario (CO) ¢ uma das neoplasias malignas com maior taxa de
mortalidade entre as mulheres, sendo o sétimo tumor mais frequente e a sexta causa de
morte por cancro a nivel global, com aproximadamente 324.603 novos casos € 206.956
obitos em todo o Mundo (Figura 1) (Cancer Today, 2025). Este tipo de cancro ¢
frequentemente diagnosticado em estadios avangados, o que complica o tratamento e

reduz significativamente as taxas de sobrevivéncia (S. Kim et al., 2016). A incidéncia do
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CO tem apresentado um aumento anual, com uma tendéncia preocupante de acometer

mulheres em idades mais jovens (Zhang et al., 2025).

Incidéncia Mortalidade

Mama

Pulmio

Colorratal
Colo do utero -
Tireoide

Corpo uterino |
Ovario 4
Estémago 4
Figado

M 20 W 0 10 20 30

NHL |
Leucemia
Péncreas
Cérebro
Rim
Melanoma

50 40 o 50

ASR (Mundo) por 100 000

Figura 1. Taxas estimadas de incidéncia e mortalidade padronizadas por idade na Europa para
mulheres de todas as idades. O grafico "Cancer Today" ilustra as taxas de incidéncia e mortalidade do
CO na atualidade. ASR - taxa padronizada por idade (dados Globocan 2022, ordenados por mortalidade);

CO - cancro do ovario.

Olhando para o futuro, as proje¢des indicam um aumento global na incidéncia e
mortalidade do cancro do ovario até 2045 (Figura 2) (Cancer Tomorrow, 2025). A Europa
destaca-se como um dos continentes mais afetados, com crescimentos estimados de 9,2%
(Cancer Tomorrow, 2025). Na Europa, espera-se que o numero de casos atinja 75.877

(Cancer Tomorrow, 2025).
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Figura 2. Taxa estimada de incidéncia (A) e mortalidade (B) padronizada para o cancro do ovario
por idade na Europa para mulheres de todas as idades para 2045. (dados Globocan 2022, ordem por
mortalidade).

Os sintomas mais frequentes do CO incluem inchago, pressdo ou dor na regido
pélvica e abdominal (Ferrell et al., 2003; Matulonis et al., 2016). Podem surgir problemas
gastrointestinais, como a perda de apetite, sensacdo de saciedade precoce, indigestao,
nauseas, vomitos, refluxo acido, e alteracdes no transito intestinal, como obstipacdo ou
diarreia (Lataifeh et al., 2005; Wynn et al., 2007). Para além disso, algumas pacientes
também relatam aumento da frequéncia urinaria, dores ou desconforto nas costas, fadiga,
perda de peso e irregularidades no ciclo menstrual, sendo que em estadios mais avancados
podem apresentar também alguns sintomas respiratorios (Goff et al., n.d.; Lheureux et al.,
2019; Matulonis et al., 2016).

Outro desafio associado ao CO ¢ o impacto negativo na qualidade de vida das
pacientes. Alguns estudos demonstram que os disturbios e a qualidade do sono sdo
frequentes, estando diretamente relacionados com a depressao e a uma pior qualidade de
vida (Clevenger et al., 2013; Sandadi et al., 2011). Além disso, fatores como o stresse e
isolamento social também influenciam negativamente o bem-estar geral e estdo

associados com uma menor sobrevivéncia (Lutgendorf et al., 2012, 2013).
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1.1.2. Fatores de Risco
Os fatores de risco para o desenvolvimento do CO sdo complexos e multifatoriais,
incluindo componentes genéticas, reprodutivas, hormonais, ginecologicas, demograficas
e estilo de vida (Figura 3) (Ferlay et al., 2010; Momenimovahed et al., 2019; Norquist et
al., 2016; Purdie et al., 2003; Ushijima, 2009).

Reprodutivos

Nuliparidade e Nao utilizagao de
baixa paridade contraceptivos orais

B3
lodod .
o dod Hormonais
Demograficos o
Terapia
Idade hormonal de
substituigdo

Fatores de Risco
no Cancro do Ovario

Familiares de
primeiro grau

com CO Sindrome do

ovario
poliquistico

Genéticos . ol
Ginecologicos
Mutagdes
germinativas ou Endometriose
somaticas nos
genes BRCAl e [ )
BRCA2
Wby
Obesidade Tabagismo
Estilo de vida

Figura 3. Fatores de risco do cancro do ovario. S3o compreendidos por seis fatores:
demograficos, genéticos, estilo de vida, ginecologicos, hormonais e reprodutivos. Dentro de cada fator,
estdo descritos alguns exemplos de riscos para o desenvolvimento do CO. CO - cancro do ovario. Figura
criada com Biorender.com. (Chiaffarino et al., 2001; Cibula et al., 2010; Collaborative Group on
Epidemiological Studies of Ovarian Cancer, 2008;Collaborative Group on Epidemiological Studies of
Ovarian Cancer, 2015; Donnez et al., 1985; Ferlay et al., 2010; Gaitskell et al., 2018; Gayther & Pharoah,
2010; Hankinson e Danforth, 2006; Hennessy et al., 2009; Holdsworth-Carson et al., 2023; Iyer & Lee,
2010; Jordan et al., 2006; Kauff et al., 2008; King et al., 2003; Kuchenbaecker et al., 2017; La Vecchia,
2017; Mavaddat et al., 2012; Momenimovahed et al., 2019; Norquist et al., 2016; Purdie et al., 2003; Rooth,
2013; Salehi et al., 2008; Schouten et al., 2008; Tossetta & Inversetti, 2023; Tworoger et al., 2007,
Ushijima, 2009; Vecchia et al., n.d.; Watson et al., 2008; Whittemore et al., 2004)
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Entre os fatores demograficos, destaca-se a idade, com um aumento significativo
do risco em mulheres pos-menopausa (Hankinson e Danforth, 2006). A menarca precoce
€ a menopausa tardia também aumentam o risco para desenvolver CO (La Vecchia, 2017).

Os fatores reprodutivos incluem o nimero elevado de ciclos ovulatorios, que estao
associados a flutuagdes ciclicas de estrogénios, progesterona e androgénios, podendo
induzir altera¢des celulares nas trompas de Falopio (Donnez et al., 1985; Holdsworth-
Carson et al., 2023). A gravidez, que interrompe temporariamente os ciclos menstruais e
¢ marcada por niveis elevados de progesterona, esta associada a um risco reduzido de CO
(Gaitskell et al., 2018). A nuliparidade e a baixa paridade estdo também associadas com
um risco aumentado, enquanto cada gravidez adicional reduz o risco em cerca de 50%
(Chiaffarino et al., 2001; Iyer & Lee, 2010; Tworoger et al., 2007; Vecchia et al., n.d.).
Por outro lado, a amamentagdo e o uso de contracetivos orais apresentam um efeito
protetor significativo (Hennessy et al., 2009; Salehi et al., 2008). A utilizacao prolongada
de contracetivos orais reduz o risco em cerca de 25% a 30%, podendo atingir 50% apos
uma utilizagdo de 10 anos ou mais, com um efeito protetor que persiste por pelo menos
30 anos apdés a sua suspensdo (Cibula et al., 2010; Collaborative Group on
Epidemiological Studies of Ovarian Cancer, 2008; Vecchia et al., n.d.).

Os fatores ginecoldgicos incluem endometriose, doenca inflamatoria pélvica e
sindrome do ovario poliquistico (SOP). Estas doencas, associadas com a inflamagao
cronica e alteragdes hormonais, aumentam a probabilidade de desenvolver CO (Tossetta
& Inversetti, 2023).

Os fatores genéticos sdo particularmente relevantes, especialmente as mutagdes
germinativas ou somaticas nos genes BRCAI e BRCA2 (King et al., 2003;
Kuchenbaecker et al., 2017). Aproximadamente 5% a 15% dos CO ocorrem em mulheres
portadoras de mutagdes nos genes supressores tumorais BRCA1l e BRCA2, o que
aumenta significativamente para 40 a 50% o risco de desenvolver esta doenca, (Gayther
& Pharoah, 2010; Kauff et al., 2008; Watson et al., 2008). Estas mutacdes estdo
frequentemente associadas ao subtipo seroso do CO e associadas com um maior risco
para desenvolver cancro da mama (King et al., 2003; Kuchenbaecker et al., 2017;
Mavaddat et al., 2012). Além disso, uma historia familiar, onde dois ou mais casos de CO
ou cancro da mama em familiares de primeiro grau ¢ igualmente um fator de risco
importante, sendo também associado ao desenvolvimento de CO hereditario (Kauff et al.,

2008; Whittemore et al., 2004).
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Os fatores hormonais incluem o uso de terapia de substituicdo hormonal apos a
menopausa, com um risco relativo de 1,34 para usudrias (Collaborative Group on
Epidemiological Studies of Ovarian Cancer, 2015).

Fatores relacionados com os estilos de vida incluem a obesidade e o tabagismo,
que podem contribuir para o aumento do risco (Jordan et al., 2006; Rooth, 2013; Schouten
et al., 2008).

Apesar da complexidade dos fatores de risco, a auséncia de ferramentas eficazes
de rastreamento na pratica clinica destaca a necessidade de identificacdo precoce dos
sintomas e sensibilizacdo para a importancia do diagnostico precoce (Macdonald et al.,
2006; Robb et al., 2009; Rooth, 2013). A implementagao de medidas preventivas ¢é crucial
para reduzir a incidéncia e melhorar as taxas de sobrevida associadas ao cancro do ovario

(Macdonald et al., 2006; Robb et al., 2009; Rooth, 2013).

1.1.3. Classificacdo dos Carcinomas do Ovario
1.1.3.1. Classificacio Histopatolégica

Os tumores do ovario podem ser classificados segundo os sistemas da Federagdo
Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO), Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) e Grupo de Oncologia Ginecoldgica (GOG) (Cho & Shih, 2009). O sistema FIGO,
por exemplo, utiliza trés niveis baseados em critérios especificos, enquanto o sistema da
OMS ¢ considerado mais subjetivo, pois ndo atribui caracteristicas com base em critérios
quantitativos (Malpica et al., 2004; Seidman et al., 2006). De acordo com a classificagdao
da OMS, os tumores do ovario sdo predominantemente epiteliais, representando cerca de
90% dos casos (Hohn AK et al., 2021). Outros tipos incluem os tumores de origem em
células germinativas (3%) e aqueles derivados do estroma dos corddes sexuais (2%)
(Hohn AK et al., 2021). Os tumores epiteliais, podem ser subdivididos em cinco subtipos
principais com base na histopatologia, nas caracteristicas imunologicas e no perfil
molecular, sendo divididos em serosos (~70%), endometridides (~10%), mucinosos
(<4%), de células claras (<10%) e histotipos raros (<5%) (Hohn AK et al., 2021). O
subtipo seroso, que compreende 70% dos casos do cancro epitelial do ovario (CEO)
(Hohn AK et al., 2021; Peres et al., 2019), ¢ subdividido em dois grupos principais de
acordo com a sua agressividade e invasao: carcinoma seroso de alto grau (CSAQG) e
carcinoma seroso de baixo grau (CSBG) (Figura 4) (Kurman & Shih, 2008; Peres et al.,

2019). O CSAG ¢ o subtipo mais prevalente, correspondendo a cerca de 70% dos casos
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(Hohn AK et al., 2021) e caracteriza-se pelo rapido crescimento, elevada capacidade de
metastizagdo e diagnostico frequente em estadios avangados (III e IV) (Lengyel, 2010;
Lisio et al., 2019). Tais caracteristicas refor¢am a necessidade de implementar estratégias
eficazes de rastreio e intervengdes precoces para melhorar os desfechos clinicos ¢ a
sobrevivéncia das pacientes (Lengyel, 2010; Lisio et al., 2019). Apesar das diferengas
significativas entre os dois subtipos, sdo tratados como uma entidade inica do ponto de
vista clinico, com uma abordagem terapéutica baseada em cirurgia citorredutora e
quimioterapia combinada com carboplatina e paclitaxel (Hohn AK et al., 2021). Embora
a taxa inicial de resposta ao tratamento de primeira linha seja elevada (80% a 90%), a
maioria das pacientes acaba por desenvolver resisténcia a quimioterapia com doenca
recorrente resultando numa taxa de sobrevivéncia a cinco anos inferior a 25% (Hohn AK

etal., 2021).

T 90% Carcinoma Seroso de Alto Grau (CSAG) |70%

EQI'OSO

: ; o
Endometriide Carcinoma Seroso de Baixo Grau (CSBG)

< Células claras
' . Mucinoso

Histotipos raros <5%

Figura 4. Classificacdo histopatologica dos tumores do ovario. O subtipo epitelial inclui cinco subtipos:
tumores serosos, endometridides, mucinosos, de células claras e histotipos raros. O subtipo seroso pode
ainda ser subdividido com base na histologia do tumor e na classificagdo em carcinoma seroso de baixo
grau (CSBQG) e carcinoma seroso de alto grau (CSAG). Figura criada com Biorender.com. (Hohn AK et al.,

2021; Kurman & Shih, 2008; Peres et al., 2019)
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Para além disso, os tumores epiteliais podem ser classificados como benignos,
borderline ou malignos, refletindo o grau de proliferagdo celular, atipia nuclear e invasdo
do estroma (Prat, 2012). Os tumores benignos, como os cistadenomas, s3o
predominantemente cisticos, sem invasdo estromal. Os tumores borderline exibem
proliferacdo celular e atipia nuclear variaveis, sem invasao, ¢ podem evoluir para CSBG
(Berek et al., 2017; Prat, 2012). Os tumores malignos, como os adenocarcinomas serosos,
frequentemente apresentam invasdo estromal, padrdes solidos e areas de necrose (Berek
et al., 2017; Prat, 2012).

Os carcinomas serosos apresentam padroes de crescimento cistico, papilar ou
solido, frequentemente com infiltracdo no estroma fibroético e corpos de psamoma (areas
de calcificacdo) (Telloni, 2017). Os CSAG sdo agressivos, associados a alteracdes
genéticas complexas, enquanto os de CSBG possuem caridtipos mais simples e evolugdo
mais lenta, muitas vezes progredindo a partir de tumores borderline (Micci et al., 2014).
Os carcinomas endometridides sdo glandulares ou papilares, semelhantes a
adenocarcinomas endometriais, com alteragdes genodmicas especificas, como por
exemplo os ganhos em regides cromossomicas (Micci et al., 2014; Telloni, 2017). Os
carcinomas de células claras apresentam padrdes gendmicos distintos, com células
cuboides ou poligonais, glicogénio citoplasmatico abundante e nucleos vesiculares (Micci
et al., 2014; Telloni, 2017). Ja os carcinomas mucinosos sdo caracterizados por tumores
cisticos multiloculares, revestidos por células colunares com nucleos estratificados (Micci
et al., 2014; Telloni, 2017).

Os carcinomas nao epiteliais, representam 10% a 15% dos casos de CO, incluem
tumores de células germinativas e tumores estromais do corddo sexual (Boussios et al.,
2016; Colombo et al., 2012). Os tumores de células germinativas, como teratomas,
originam-se nas células germinativas primordiais da gonada embrionaria (Koulouris &
Penson, 2009; Stewart et al., 2019) e sdo mais comuns em mulheres jovens (<30 anos)
(Colombo et al., 2012). Os tumores estromais do corddo sexual, frequentemente
derivados das células da granulosa, tém um comportamento biologico distinto (Boussios
et al., 2016; Colombo et al., 2012).

A relagdo entre tipos histologicos e endometriose ¢ evidente em carcinomas de
células claras e endometridides, frequentemente associados a condicdo, enquanto
carcinomas serosos estdo relacionados a disseminagdo peritoneal avangada (Kaku et al.,
2003). Em termos de estadio, os carcinomas serosos sdo geralmente bilaterais e

diagnosticados nos estadios III ou IV, enquanto os carcinomas de células claras,

22



endometridides e mucinosos sao frequentemente diagnosticados em estadios iniciais (I ou

1) (Kaku et al., 2003).

1.1.3.2. Classificaciao Molecular

Os CO podem ser subdivididos em dois grupos principais: tipo I e tipo II, com
diferencas marcantes em termos de morfologia, genética e comportamento clinico (D1
Cristofano & Ellenson, 2007).

Os carcinomas de tipo I englobam CSBG, endometridides, mucinosos e de células
claras (Cho & Shih, 2009). Eles apresentam um crescimento lento e, na maioria das vezes,
estdo restritos ao ovario ao diagnostico (Cho & Shih, 2009). Esses tumores evoluem a
partir de lesdes precursoras bem definidas, como os tumores serosos limitrofes. A nivel
molecular, mutagdes em genes das vias de sinalizagdo, como o KRAS e BRAF, sao
comuns, especialmente nos CSBG, estando presentes em mais de 50% dos casos (Cho &
Shih, 2009; Singer et al., 2003). Essas alteragdes genéticas resultam em proliferacao
celular descontrolada e promovem a progressdao tumoral.

Em contrapartida, os carcinomas do tipo II, que incluem os CSAG, sdo mais
agressivos e frequentemente diagnosticados em estadios avangados (Crum et al., n.d.;
Kindelberger et al., 2007; Lee et al., 2007). Sdo caracterizados por instabilidade
cromossOmica e uma elevada frequéncia de mutacdes no gene TP53 (Leitao et al., 2004;
Salani et al., 2008; Singer et al., n.d.; Willner et al., 2007), um evento-chave que desregula
algumas vias de sinalizagdo celular, o que dificulta o desenvolvimento de terapias
direcionadas eficazes (Cho & Shih, 2009). Os carcinomas do tipo II tendem a disseminar
rapidamente pelos oOrgdos pélvicos e peritoneais, resultando num progndstico
desfavoravel (Tabela 1) (Cho & Shih, 2009).

A caracterizacdo molecular dos CO avangou significativamente com estudos de
perfil de expressao genética. Em 2008, Tothill et al. analisaram 285 amostras de tumores
invasivos, identificando seis subtipos moleculares distintos (C1 - C6), com relevancia
prognostica (Konecny et al., 2014; Testa et al., 2018; Tothill et al., 2008). Os carcinomas
serosos ¢ endometridides de alto grau foram incluidos nos subtipos C1 (alta resposta
estromal), C2 (assinatura imunitdria elevada), C4 (baixa resposta estromal) e C5
(mesenquimal, com baixa resposta imunitéria). J4 os tumores de baixo grau ou de baixo
potencial maligno foram classificados nos subtipos C3 (semelhantes a tumores limitrofes)

e C6 (endometridides de baixo grau) (Tothill et al., 2008).
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Num estudo complementar realizado em 2013, Verhaak et al. propuseram quatro
assinaturas moleculares para os CSAG, baseando-se em padrdes de expressdo genética
(Kurman & Shih, 2016; Verhaak et al., 2013). Essas assinaturas foram denominadas
imunorreativa, diferenciada, proliferativa e mesenquimal. Cada uma delas reflete
diferentes caracteristicas biologicas, o que podem impactar a resposta ao tratamento e o

desfecho clinico.

Tabela 1. Resumo das caracteristicas clinico patologicas dos tumores do tipo I e tipo II. (Cho & Shih,
2009; Crum et al., n.d.; Kindelberger et al., 2007; Lee et al., 2007; Leitao et al., 2004; Salani et al., 2008;
Singer et al., 2003; Singer et al., n.d.; Willner et al., 2007)

Tipo I Tipo II
. Serosos de baixo grau,
Tipo de
endometridides, mucinosos e de Serosos de alto grau
tumores
células claras
Estadio Cedo Avangado
Crescimento Lento Rapido e agressivo
, . Instabilidade cromossomica e uma
Nivel Mutagdes em genes das vias de )
o elevada frequéncia de muta¢des no
molecular sinalizagdo (KRAS e BRAF)
gene TP53

Embora essas classificagdes moleculares tenham contribuido para uma melhor
compreensdo da biologia dos CO, a sua aplicacdao clinica ainda enfrenta desafios. A
heterogeneidade desses tumores complica o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
direcionadas, exigindo mais estudos para validacdo clinica das assinaturas moleculares

propostas.

1.1.4. Tratamentos no Cancro do Ovario
Desde a década de 1970, a abordagem combinada de cirurgia citorredutora e
quimioterapia a base de platina e taxano consolidou-se como tratamento padrio para o

CO (Griffiths & Fuller, 1978).
1.1.4.1. Cirurgia

A cirurgia citorredutora ¢ um dos pilares fundamentais no tratamento do CO,

especialmente em estadios avancados (Hacker & Rao, 2017). O objetivo principal desta
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cirurgia ¢ remover o maximo possivel de tecido tumoral visivel, com vista em alcangar
uma citorredug¢do completa, ou seja, a auséncia de doenca macroscopica residual (Du Bois
et al., 2012). Dependendo do estadio da doenca ao diagnostico, a ressecao cirdrgica pode
incluir histerectomia abdominal, salpingo-ooforectomia unilateral ou bilateral,
omentectomia parcial ou completa, linfadenectomia e lavagem peritoneal (Berek et al.,
2017; Lengyel, 2010; Matulonis et al., 2016). Além disso, a realizagdo da cirurgia em
centros de alta complexidade tem demostrado ser um fator determinante reduzindo a
morbidade e melhorando a sobrevida das pacientes (Wright et al., 2012).0 sucesso da
cirurgia citorredutora € um dos fatores progndsticos mais importantes, especialmente para
pacientes com doenca avancada, apresentando diferencas significativas nas taxas de
resposta a quimioterapia, na sobrevida livre de progressdo e na sobrevida global. Estudos
destacam que pacientes submetidos a citorredugao 6tima apresentam melhores resultados
em comparagdo com aquelas com doenga residual significativa (Bois et al., 2009; Winter
et al., 2007). A citorreducdo ideal refere-se a auséncia de doenca residual macroscopica,
com lesdes tumorais reduzidas a menos de 1 cm (Lisio et al., 2019; Matulonis et al., 2016;
Stuart et al., 2011). Pacientes com doenca residual baixa (<1 cm) apresentam um
prognostico mais favoravel em relacdo as pacientes com doenga residual elevada (>1 cm)
(Foley et al., 2013). Vérios estudos demonstram que a auséncia de doenga residual esta
fortemente associada com melhores taxas de sobrevivéncia (Winter et al., 2008). Por
exemplo, uma andlise de dados europeus envolvendo mais de 3000 pacientes demostrou
uma mediana de sobrevida de 99,1 meses para pacientes sem doenca residual, em
comparac¢ao com 36,2 meses para aquelas com doenga remanescente de 1 a 10 mm e 29,6
meses para doenca remanescente superior a 10 mm (Hacker & Rao, 2017).

Em pacientes com doenca avancada, a abordagem cirtrgica pode ser precedida
por quimioterapia neoadjuvante com carboplatina e paclitaxel, com o objetivo de reduzir
o volume tumoral e facilitar a cirurgia subsequente. Essa estratégia tem ganho destaque,
especialmente em casos onde o tumor ¢ considerado inoperavel ao diagnostico. Estudos
indicam que a quimioterapia neoadjuvante pode resultar numa redug¢ao significativa do
volume tumoral, permitindo uma citorredu¢ao mais eficaz durante a cirurgia (Jacob et al.,
1991; Kayikg et al., 2001; Schwartz et al., 1999; Steed et al., n.d.; Surwit et al., 1996;
Vergote et al., 1998).

O debate sobre a sequéncia ideal entre cirurgia e quimioterapia continua na
literatura médica. Tradicionalmente, a cirurgia seguida de quimioterapia adjuvante era

considerada a abordagem padrdo (Kohandel et al., 2006). No entanto, estudos mais
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recentes sugerem que a quimioterapia neoadjuvante seguida de cirurgia pode ser mais
eficaz em alguns casos, especialmente quando o tumor apresenta um grande volume
inicial (Kohandel et al., 2006). A escolha entre essas abordagens deve considerar as
caracteristicas especificas de cada paciente, o estadio da doenga e as condigoes clinicas
gerais.

Além da cirurgia citorredutora, outros tratamentos cirurgicos podem ser utilizados
para controle sintomatico e melhora da qualidade de vida das pacientes. A ressec¢io de
metastases peritoneais e linfadenectomias sdo exemplos de procedimentos adicionais que
podem ser realizados, dependendo da extensao da doenca (Gonzalez-Martin et al., 2014;
Lisio et al., 2019; Matulonis et al., 2016).

Dados do programa Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER), sendo
este uma fonte de informacgdes epidemioldgicas sobre a incidéncia e as taxas de
sobrevivéncia do cancro nos Estados Unidos fornecido pelo National Cancer Institute,
indicam que a sobrevida relativa em cinco anos para pacientes com CEO em estadio III ¢
de aproximadamente 36%, enquanto para o estadio IV essa taxa diminuiu para cerca de
17% (Baldwin et al., 2012). Esses nimeros ressaltam a importancia da cirurgia como
parte do tratamento multidisciplinar, que inclui também quimioterapia e, em alguns casos,

terapias dirigidas e cuidados paliativos (Hacker & Rao, 2017).

1.1.4.2. Quimioterapia

A quimioterapia ¢ uma intervengdo terapéutica essencial no tratamento do CO
particularmente em estadios avangados (estadios III e IV) (Hacker & Rao, 2017). A
combinacdo de quimioterapia e cirurgia citorredutora tem demonstrado melhorar
significativamente as taxas de sobrevivéncia global.

Nos ultimos anos, a quimioterapia neoadjuvante tem sido amplamente utilizada,
especialmente em pacientes com estado geral comprometido ou apresentagdes clinicas
graves, como grandes volumes de ascite ou efusodes pleurais. Esta abordagem visa reduzir
a carga tumoral e minimizar as complica¢des pds-operatorias, embora possa dificultar a
cirurgia subsequente devido a resposta inflamatoria induzida pelo tratamento (Dewdney
et al., 2010; Hacker & Rao, 2017; Wright et al., 2012). Estudos, como o realizado pela
EORTC-NCIC envolvendo 670 pacientes, demostraram que a combinacdo de
quimioterapia neoadjuvante seguida de cirurgia citorredutora resultou numa sobrevida
média de 30 meses, comparavel aos 29 meses observados em pacientes submetidas a

cirurgia primaria seguida de quimioterapia. A taxa de citorreducdo ideal foi
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significativamente maior apos a quimioterapia neoadjuvante (80,6%) em comparacio
com a cirurgia primaria (41,6%), sublinhando a necessidade de personalizar o tratamento
(Hacker & Rao, 2017).

A terapia de primeira linha para o CEO avancado continua a ser baseada na
combinacdo de agentes de platina e taxano, particularmente a carboplatina e o paclitaxel,
respetivamente (Berek et al., 2017; Gonzalez-Martin et al., 2014). Para pacientes
diagnosticadas em estadios iniciais, o uso de quimioterapia depende da histologia, grau e
estadio do tumor (Matulonis et al., 2016). No entanto, em casos de doenga avancada,
recomenda-se geralmente a administragdo de pelo menos seis ciclos de quimioterapia
combinada (Figura 5) (Lengyel, 2010). Alguns estudos confirmaram os beneficios desta
abordagem tanto na sobrevida global (SG) quanto na sobrevida livre de progressao (SLP),
destacando a eficacia da combinagdo de carboplatina e paclitaxel em relacdo a regimes

baseados em agentes unicos (Illiam et al., 1996; Piccart et al., n.d.).
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Figura 5. Tratamentos mais utilizados no cancro do ovario. Envolve varias abordagens, sendo a cirurgia
citorredutora e a quimioterapia os mais comuns. Esses tratamentos sdo geralmente combinados para
melhorar as taxas de sobrevivéncia e reduzir a probabilidade de recorréncia. Figura criada com

Biorender.com. (Berek et al., 2017; Gonzalez-Martin et al., 2014; Hacker & Rao, 2017; Lengyel, 2010)
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A carboplatina ¢ um composto de platina utilizado como quimioterapico no
tratamento de diversos tipos de cancro, incluindo no CO (Colombo et al., 2019; Ford et

al., 2020; Matulonis et al., 2016; Rickard et al., 2021). O seu mecanismo de agao envolve
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a formagdo de liga¢des cruzadas no acido desoxirribonucleico (DNA), resultando em
apoptose celular (Nunes, Duarte, et al., 2023).

O paclitaxel ¢ um agente quimioterapico amplamente utilizado no tratamento de
diversos tipos de cancro, incluindo no CO, cancro da mama e cancro do pulmao. Ele atua
como um inibidor mitético, ligando-se a beta-tubulina e estabilizando os microtibulos, o
que impede a despolimerizagdo e, consequentemente, a divisao celular (Bae et al., 2015;
Das et al., 2021; Kelland, 2007; Mosca et al., 2021; Sobue et al., 2016; Song & Brady,
2015; Wloga et al., 2017). A importancia do paclitaxel reside na sua capacidade de induzir
a morte celular em tumores, especialmente em casos onde a quimioterapia € necessaria
para controlar a progressdo da doenca (Gonzalez-Martin et al., 2014; Testa et al., 2018;
Weidle et al., 2016).

Outras combinagdes de farmacos tém sido exploradas para melhorar a eficacia da
quimioterapia adjuvante, incluindo carboplatina ou cisplatina com paclitaxel ou
docetaxel, bem como o uso de gemcitabina, doxorrubicina lipossémica peguilada e
agentes antiangiogénicos, como bevacizumab, pazopanib e nintedanib (Bois et al., 2009,
2016; Bookman et al., 2009; Burger et al., n.d.; Oliver & McGuire, 2014; Perren et al.,
2011; Pignata et al., 2011; Vasey et al., 2004). Contudo, apesar dos beneficios iniciais, a
maioria das pacientes eventualmente desenvolve resisténcia a quimioterapia (Berek et al.,
2017). Ensaios clinicos randomizados exploraram diversas estratégias para superar a
quimioresisténcia, incluindo a utilizagdo de gemcitabina, topotecano e doxorrubicina
lipossdomica, mas a carboplatina permanece como o padrio terapéutico de primeira linha
(Berek et al., 2017; Bookman et al., 2009).

A ivermectina € um antiparasitario amplamente utilizado no tratamento de
infegdes parasitarias, como oncocercose ¢ linfaticofilariose (Nunes et al., 2020).
Recentemente, estudos demonstraram que a ivermectina pode ter propriedades
antitumorais, atuando como um quimosensibilizador (Nunes et al., 2020).

Para o tratamento de metéastases peritoneais, que sdo comuns no CO, a
administragdo intraperitoneal da quimioterapia tem apresentado resultados promissores
(Berek et al., 2017). Estudos indicam que a quimioterapia intraperitoneal estd associada
a um aumento de 5,5 meses na SLP e 15,9 meses na SG em pacientes submetidos a
cirurgia de citorredugdo otimizada em estadio III (Hess et al., 2007; NEJMoa0529835,
n.d.). No entanto, esta abordagem ¢ limitada por complicacdes relacionadas ao uso de

cateteres e pela necessidade de uma maior selecdo de pacientes.
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1.1.5. Quimioresisténcia

A quimioresisténcia refere-se a capacidade de as células tumorais adquirirem
resisténcia aos medicamentos quimioterdpicos, levando a falha no tratamento e a
progressao da doenca (Agarwal & Kaye, 2003; Jiang et al., 2021). A quimioresisténcia
pode ser mediada por diversos mecanismos, incluindo alteragdes na expressao de genes
que regulam a apoptose, modificagdes epigenéticas, e processos como a autofagia
mitocondrial, que ajudam as células tumorais a sobreviver em condigdes adversas (Jiang
etal., 2021; Z. Liet al., 2019; Y. Liu et al., 2020; Sun et al., 2023). Essas caracteristicas
tornam a quimioresisténcia um desafio significativo no tratamento oncolédgico, exigindo
a exploracdo de novas abordagens terapéuticas para reverter este problema (Sun et al.,

2023).

1.1.5.1. Marcadores Associados com a Resisténcia a Terapia

A P-glicoproteina (P-gp), também conhecida como proteina de resisténcia a
multiplos farmacos 1 (MDR1), é uma proteina transmembranar com fun¢do de bomba de
efluxo, sendo essencial na regulagdo da farmacocinética de diversos medicamentos
(Seelig, 2020). Esta proteina tem como papel principal o transporte de substancias,
incluindo agentes terapéuticos, para fora das células, o que pode resultar na resisténcia ao
tratamento (C. H. Choi, 2005; Y. H. Choi & Yu, 2014; Seelig, 2020). A P-gp esta
amplamente expressa em diferentes tecidos, como nas células epiteliais do intestino,
figado e rins, onde desempenha um papel crucial na modulagdo da absor¢ao, distribuig¢do
e excrecao de farmacos, influenciando diretamente a sua biodisponibilidade e eficacia
terapéutica (C. H. Choi, 2005; Y. H. Choi & Yu, 2014).

No contexto oncoldgico, a sobreexpressao da P-gp em células tumorais constitui
um dos mecanismos mais relevantes associados a resisténcia a diversos quimioterapicos,
como ¢ o caso do paclitaxel (C. H. Choi, 2005; Y. H. Choi & Yu, 2014). A sobreexpressao
permite que a P-gp atue eficientemente no bombeamento de agentes quimioterapicos para
fora das células tumorais, reduzindo a sua concentragdo intracelular e comprometendo o
sucesso do tratamento (Abbasi et al., 2016; Lespine et al., 2006; Y. Li et al., 2018;
Miyama et al., 1998; Prueksaritanont et al., 2014; Tapaninen et al., 2011). Diversos
estudos tém demonstrado que a inibigdo ou modulagdo da atividade da P-gp pode
aumentar a acumulagdo de farmacos no interior das células tumorais, revertendo, em
alguns casos, a resisténcia e melhorando a resposta terapéutica. Dessa forma, a P-gp

emerge como um alvo central na investigacdo de novas estratégias terapéuticas para
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superar a resisténcia a multiplos farmacos para usos oncoldgicos (C. H. Choi, 2005; Y.
H. Choi & Yu, 2014).

A aldeido desidrogenase 1 (ALDHI), pertencente a superfamilia das
desidrogenases de aldeidos e ¢ uma enzima citosélica que desempenha um papel crucial
na oxidacao de aldeidos intracelulares em acidos carboxilicos, contribuindo para a
metabolizacdo e desintoxica¢do de substancias endogenas e exdgenas (093-013, n.d.;
Riveros-Rosas et al., 1997; Sophos & Vasiliou, n.d.). Esta enzima tem sido amplamente
reconhecida como um marcador de células estaminais cancerigenas (CEC), devido a sua
associacao com processos de autorrenovacao, diferenciagdo e quimiorresisténcia (Clay et
al., 2010; Hellsten et al., 2011; Lin et al., 2011; Luo et al., 2012; Visus et al., 2007).

A atividade da ALDHI1 tem sido correlacionada com a resisténcia a agentes
quimioterapicos como a ciclofosfamida, uma vez que contribui para a protecao das células
estaminais cancerigenas contra danos induzidos pelos farmacos (Chute et al., 2006).
Viarios estudos indicam que células ALDHI-positivas apresentam propriedades de
autorrenovagdo e capacidade tumorigénica, sendo capazes de recapitular a
heterogeneidade tumoral em modelos de xenotransplante (Douville et al., 2009). Essa
caracteristica torna a ALDH1 um biomarcador relevante para a identificagao, isolamento

e estudo de CEC em diversos tipos de cancro.

1.2. Técnicas Histologicas Aplicadas em Oncologia: O Papel dos Tissue
Microarrays e Cell Microarrays
O tissue microarray (TMA) ¢ uma técnica histologica que permite a analise
simultanea de multiplas amostras de tecido num Unico bloco de parafina, facilitando a
avaliagdo da morfologia e composi¢do molecular de diferentes amostras (Giltnane &
Rimm, 2004; Kallioniemi et al., 2001; Kononenl998, n.d.). Esta abordagem foi
desenvolvida inicialmente por Battifora em 1986 e aprimorada ao longo dos anos,
culminando numa técnica que organiza as amostras num formato matriz, permitindo a
visualizacdo lado a lado sob um microscopio (Kononenl998, n.d.). Os TMAs sdo
particularmente uteis para estudos oncoldgicos, pois possibilitam a avaliagdo da
expressdo de proteinas em diferentes contextos tumorais diminuindo os custos e o tempo
de analise (Jensen et al., 2014; Kononen1998, n.d.; Kumar et al., 2004; Rubin et al., 2002).
O cell microarray (CMA) é uma adaptacdo dos TMA que permitem a analise simultanea
de multiplas amostras citoldgicas (células em suspensdo e ndo tecido) num tnico bloco

de parafina (Andersson et al., 2006; Ferrer et al., 2005; Pu et al., 2008; Routila et al.,
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2021; Waterworth et al., n.d.; Wen et al., n.d.). Essa metodologia ¢ especialmente valiosa
em oncologia, pois possibilita a avaliacdo de altera¢des na expressdo de proteinas em
resposta a diferentes tratamentos farmacologicos usados em ensaios com linhas celulares
(Pu et al., 2008; Richani et al., 2006; Skacel et al., 2002). O CMA ¢ construido a partir
da extragdo de cores cilindricos de diferentes blocos de parafina com amostras
citoldgicas, que sdo reincorporados num bloco recetor, permitindo a analise de multiplas
condi¢des experimentais de forma econdmica e eficiente (Figura 6) (Jensen et al., 2014;

Kononen1998, n.d.; Rubin et al., 2002).

Bloco Bloco Bloco
recetor ' |\ dador CMA

Y Y & -

Figura 6. Construcdo do Cell Microarray. O bloco recetor contém os cores livres, que sdo areas

ey

preparadas para receber a amostra do dador. No bloco dador retira-se uma pequena amostra, que sera
colocada nos cores livres do bloco recetor. Apds a inser¢do da amostra no bloco recetor, o bloco de CMA
ja esta construido, contendo as amostras dos blocos dadores. A lamina ¢é preparada, segue-se os protocolos
pretendidos para avaliacdo e no final faz-se avaliagdo ao microscopio. CMA — cell microarray. Figura

criada com Biorender.com. (Jensen et al., 2014; Kononen1998, n.d.; Rubin et al., 2002)

Num primeiro passo, as células sdo cultivadas sob condi¢des especificas e, apds a
incubacdo, sdo recolhidas e fixadas em formol (Andersson et al., 2006). De seguida, faz-
se a coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E) para avaliar a morfologia e a
celularidade das amostras, permitindo a selegdo das areas representativas que serdao
incorporadas no bloco recetor (Kumar et al., 2004; Sergi, 2023). Os cores sdo extraidos e
organizados em coordenadas definidas no bloco recetor, e o processo de homogeneizagao
¢ crucial para garantir a adesdo adequada dos mesmos a parafina (Sergi, 2023). E
importante que os cores sejam dispostos de forma assimétrica para evitar erros de
interpretacdo durante a observagdo microscopica, assim como a inclusdo de cores
controlo em posigdes estratégicas ¢ recomendada para garantir a orientacdo correta

durante o corte (Kumar et al., 2004).
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1.2.1. Avaliacdo de Proteinas Associadas com Diferenciacio (MSLN),
Viabilidade (Ki67), Apoptose (caspase 3 clivada e PARP clivada)

A mesotelina (MSLN) é uma glicoproteina ancorada & membrana celular, com
expressao predominante em células mesoteliais que revestem cavidades corporais como
a pleura, o pericardio e o peritoneu (Chang, Batra, et al., 1992). Em tecidos normais, a
sua expressao ¢ restrita as células mesoteliais, mas ¢ marcadamente elevada em varios
tipos de cancro, incluindo mesotelioma, CO, e cancros do pulmao, pancreas, esofago,
estdmago, vias biliares e endométrio (K. Chang, Batra, et al., 1992; Pastan & Hassan,
2014). Inicialmente sintetizada como uma proteina de 69 kDa, a MSLN ¢ clivada pela
protease furina, gerando um fragmento C-terminal de 40 kDa ancorado a membrana e um
fragmento N-terminal solivel de 32 kDa, conhecido como fator de potencializagao
megacariotico (K. Chang, Batra, et al., 1992; Pastan & Hassan, 2014).

A funcdo biologica da MSLN parece ndo ser essencial em tecidos normais,
conforme observado num estudo in vivo onde foram desenvolvidos ratinhos knockout,
nos quais o gene da mesotelina foi inativado pela substituicdo pelo gene de resisténcia a
neomicina e nem o0 mRNA da mesotelina nem o produto proteico foram detetados. Estes
ratinhos apresentaram um desenvolvimento, fertilidade e contagem de células sanguineas
normais comparativamente com os ratinhos controlo. Concluindo que, a funcdo da
mesotelina ndo ¢ essencial para o crescimento ou a reproducdo dos ratinhos (Bera &
Pastan, 2000; Hassan et al., 2004; Ordofiez, 2003). Contudo, a sua expressdao aberrante
estd associada com a transformacdo maligna e a agressividade tumoral, promovendo
protecao celular, invasdo local e resisténcia a apoptose induzida por agentes citotoxicos
(Kachala et al., 2014; Murakami et al., 2016; Rizk et al., 2012; Servais et al., 2012). A
interagdo da MSLN com a mucina 16 (MUC16) facilita a adesdo celular heterotipica,
contribuindo para a metastase, especialmente no CO (Morello et al., 2016). A elevada
expressao da MSLN em células tumorais esta correlacionada com maior carga tumoral e
pior progndstico, destacando a sua relevincia como alvo para terapias imunologicas,
como as baseadas em recetores de antigenos quiméricos (Morello et al., 2016; Thomas et
al., n.d.).

O Ki67 ¢ uma proteina nuclear intrinsecamente ligada a toxicidade celular e
extremamente reconhecida como um marcador confidvel de protecao tumoral em estudos
patologicos. Descoberta na década de 1980, esta proteina € expressa em todas as fases
ativas do ciclo celular (G1, S, G2 e M), estando ausente na fase GO (Gerlach et al., 1997;
Hooghe et al., 2008; Scholzen & Gerdes, 2000; Shirendeb et al., 2009). Como indicador
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prognostico e preditivo, o Ki67 esta diretamente associado com a atividade proliferativa
das células tumorais, permitindo a avaliagdo da agressividade tumoral e a previsdo de
comportamento clinico em diversos tipos de cancro, incluindo o cancro da mama (Brown
& Gatter, n.d.; Ciancio et al., 2012; Ishihara et al., 2013; Josefsson et al., 2012; Kloppel
et al., 2004; Sorbye et al., 2012).

A expressdo do Ki67 ¢ frequentemente avaliada por meio de técnicas de
imunohistoquimica (L. T. Li et al., 2015). Este indice de proliferagcdo tem mostrado
associacao com o grau do tumor e a presenga de metastases, representando um marcador
essencial para a estratificacdo de risco e selecdo terapéutica (Geyer et al., 2012;
Karamitopoulou et al., 1998; Yerushalmi et al., 2010). Estudos sugerem que o efeito
inibidor da expressao do Ki67 pode reduzir o padrao celular, destacando o seu potencial
como alvo terapéutico em modelos experimentais (D’ Angelo & Prat, 2010; Gentile et al.,
2006; Iwata, 2011; Kroeze et al., 2010; Yu et al., 2002).

A caspase 3 clivada € uma protease executora essencial no processo de apoptose,
ou morte celular programada, desempenhando um papel critico na manutencdo da
homeostasia celular e na eliminacdo de células danificadas ou redundantes (Kuribayashi
et al., 2006; Lei et al., 2022). Ativada por vias apoptéticas extrinsecas e intrinsecas, a
caspase 3 clivada promove alteragdes morfoldgicas e bioquimicas tipicas da apoptose,
como a fragmentacdo do DNA e a clivagem de proteinas especificas a sobrevivéncia
celular (Beroske et al., 2021; Caspases 9 and 3 in Adenoid Cystic Carcinoma, n.d.;
Eskandari & Eaves, 2022; Yadav et al., 2021). Ap0s a sua sintetizagdo como proenzima,
¢ ativada por clivagem nas subunidades pl7 e pl2, que formam a enzima funcional
responsavel pela execugdo da cascata apoptdtica (Hague et al., 2004; J.-S. Huang et al.,
n.d.; Y. Wang et al., 2018). Além disso, a caspase 3 clivada tem sido investigada como
biomarcador em diversos tipos de cancro, incluindo no da cabega e pescoco. Embora a
sua expressao nem sempre influencie significativamente o progndstico, alguns estudos
indicam que pode estar associada com a progressdao tumoral e resposta terapéutica
(Andressakis et al., 2008; P. F. Liu et al., 2017).

A poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) ¢ uma enzima essencial no reparo de
quebras de cadeia simples no DNA, sendo ativada em resposta a danos no material
genético (Ray Chaudhuri & Nussenzweig, 2017). A principal isoforma, a PARPI, liga-se
a lesdes no DNA e catalisa a adi¢cdo de cadeias de poli (ADP-ribose) a vérias proteinas,
incluindo XRCCl1, que ¢ fundamental no reparo de quebras de fita simples (Benjamin &

Gill, 1980; El-Khamisy et al., 2003; Fisher et al., 2007; Okano et al., 2003). A clivagem
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da PARP ocorre em resposta a danos severos no DNA, ativando a enzima e recrutando
fatores de reparagdo para manter a integridade genomica (Slade, 2020).

Além da sua participacdo na reparagdo do DNA, a PARP clivada regula a
estabilidade das forquilhas de replicacao e a resposta ao stresse celular (Feng et al., 2015;
Weaver & Yang, 2013). Inibidores da PARP, como o olaparib, bloqueiam a sua atividade,
resultando numa acumulagdo de danos no DNA, particularmente em células com
deficiéncia nos genes BRCA1 e BRCA2, o que leva a morte celular por letalidade
sintética, explorada terapeuticamente em diversos tipos de cancros (Amé et al., 1999;

Galluzzi et al., 2018).
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2. Objetivos

O objetivo principal deste estagio de natureza profissional foi explorar a expressao
de diversos biomarcadores apods tratamento com carboplatina e paclitaxel quando

combinado com drogas reaproveitadas (ivermectina) utilizando a abordagem de CMA.

Os objetivos especificos foram:

1. Construir o CMA utilizando duas linhas celulares de CO, uma resistente a
carboplatina (OVCARS) e outra resistente a carboplatina e paclitaxel (OVCARS8 PTX
R C). Estas linhas celulares foram submetidas a tratamento com carboplatina,
paclitaxel, e respetivas combinagdes com ivermectina. Apos o tratamento as células
sdao recolhidas, fixadas em formol e incluidas em parafina, para avaliagdo das
alteragdes moleculares provocadas pelos tratamentos.

2. Awvaliar a expressao de marcadores associados a quimiorresisténcia, particularmente
o ALDHI1 e a P-gp, proliferagdo celular (Ki67), apoptose (caspase 3 clivada e PARP

clivada) e células tumorais (MSLN) através da técnica de imunocitoquimica.
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3. Material e Métodos

3.1. Linhas Celulares e Condi¢oes de Cultura

As linhas celulares OVCARS8 e OVCARS PTX R C foram selecionadas como
modelos de CSAG, particularmente porque sdo descritas como sendo resistentes a
carboplatina (Schilder1990, n.d.) e a carboplatina e paclitaxel (Nunes et al., 2021)
respetivamente. A linha celular OVCARS foi estabelecida pelo Schilder et a/, a partir de
uma paciente com CSAG que apresentava doenga progressiva apos o tratamento com
elevadas doses de carboplatina (Schilder1990, n.d.) e foi gentilmente fornecida pelo Dr.
Francis Jacob (Gynecological Cancer Center and Ovarian Cancer Research, Department
of Biomedicine, University Hospital Basel and University of Basel, Basel, Switzerland).

No nosso grupo de investigacdo surgiu o interesse por um modelo duplamente
resistente aos quimioterapicos mais utilizados em pacientes com CSAG, especificamente,
a carboplatina e o paclitaxel. Uma vez que, até a data ndo estavam descritas linhas
celulares de CSAG com esta dupla resisténcia, surgiu a necessidade de induzir a
resisténcia ao paclitaxel numa linha celular originalmente resistente a carboplatina
(OVCARS). Assim, a OVCARS8 PTX R C foi desenvolvida, no nosso laboratorio, a partir
da linha OVCARS através da exposi¢do continua a doses crescentes de paclitaxel durante
3 meses (Nunes et al., 2021).

As linhas celulares foram mantidas em meio de cultura completo, ou seja, RPMI-
1640 (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, EUA) enriquecido com 10% (v/v) de soro
fetal de bovino inativado e filtrado, e 1% (v/v) de penicilina/estreptomicina
(ThermoFisher Scientific), e incubadas a 37 °C com 5% de CO.. Ambas as linhas
celulares foram testadas quanto a auséncia de micoplasma.

Para descongelar as linhas celulares, os criovails foram retirados da arca a -80 °C,
rapidamente descongelados em meio de cultura completo aquecido (37 °C) e
centrifugados (1200 rpm, durante 5 minutes a temperatura ambiente). O sobrenadante foi
descartado e o pellet de células ressuspendido em meio de cultura completo aquecido,
transferido para um frasco de cultura e incubadas a 37 °C com 5% COx.

Quando as linhas celulares atingiram cerca de 80% de confluéncia, procedeu-se a
tripsinizagdo. Para separar as células aderidas aos frascos de cultura, o meio de cultura
foi descartado, lavou-se as células com uma solug¢ao salina tamponada com fosfato (PBS)
Ix (solugdes Grisp Research, Porto, Portugal), adicionou-se tripsina-EDTA 0,05%
(ThermoFisher Scientific) e incubou-se durante 5 minutos a 37 °C com 5% de CO,. Apods

estarem totalmente destacadas, a tripsina-EDTA foi neutralizada através da adi¢ao de
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meio de cultura completo e as células foram centrifugadas (1200 rpm durante 5 minutos
a temperatura ambiente). Posteriormente, descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se
o pellet de células em meio de cultura completo aquecido, transferiu-se para um frasco de
cultura e incubou-se a 37 °C com 5% CO..

Para criopreservagao das linhas celulares, ressuspendeu-se o pellet de células em
soro fetal de bovino inativado e filtrado com 10% (v/v) de dimetilsulfoxido (DMSO)

(AppliChem, Barcelona, Espanha), transferiu-se para os criovails e incubou-se a -80 °C.

3.2. Ensaios com Tratamentos Oncologicos nas Linhas Celulares

As células foram cultivadas em dois métodos de cultura: 2D (cultura em
monocamada) e 3D (cultura tridimensional). Primeiro, as linhas celulares (OVCARS e
OVCARS PTX R C) foram plaqueadas em placas de 6 pocos a concentracio de 1x10°
células por poco em meio de cultura completo e incubadas a 37 °C e 5% COz (A). Apos
96 horas, as células foram tratadas com as diferentes farmacos, incluindo o branco (RPMI
completo), o controlo (RPMI completo + células + 1% de DMSO) e os tratamentos tanto
num esquema unico (carboplatina, paclitaxel ou ivermectina) como em combinagao
(carboplatina + ivermectina, paclitaxel + ivermectina) a concentragao dos valores de ICso
de cada droga (150um de carboplatina; 10 nm de paclitaxel; 15um de ivermectina) e
incubadas nas mesmas condi¢des (Figura 7B). Apos 72 horas, as cé€lulas foram recolhidas.
Para as células cultivadas em 2D, removeu-se o meio de cultura, raspou-se as células com
um cell scraper e recolheu-se tudo. Para as células cultivadas em 3D, as células suspensas
no meio de cultura sdo recolhidas diretamente (Figura 7C). Tanto para as cé€lulas
cultivadas em 2D e 3D, realizou-se 2 lavagens ao pogo com uma solucdo salina
tamponada com fosfato para garantir a recolha do maior nimero possivel de células e
centrifugou-se a 1200 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. Descartou-se o
sobrenadante e o pellet de células foi submetido a trés lavagens sequenciais com uma
solucdo salina tamponada com fosfato, e centrifugou-se nas mesmas condigdes descritas

anteriormente (Figura 7D).
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Figura 7. Tratamento com as drogas. (A) Colocou-se 1x10° células por pogo em meio de cultura

completo em duplicado, (B) As células foram tratadas com diferentes drogas e combinagdes (a) Branco, (b)

Controlo com o veiculo das drogas, (c) Carboplatina, (d) Paclitaxel, (e) Pitavastatina, (f) Ivermectina, (ce)
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Carboplatina + Pitavastatina, (cf) Carboplatina + Ivermectina, (de) Paclitaxel + Pitavastatina, (df) Paclitaxel

+ Ivermectina.), (C) Células recolhidas, e (D) C¢lulas lavadas.

Todos as drogas (carboplatina, paclitaxel e ivermectina) foram adquiridas na
Selleckchem (Houston, TX, EUA), dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO;
AppliChem, Barcelona, Espanha) ou 4gua destilada e armazenados a -80 °C, de acordo
com as instrucdes do fabricante. Imediatamente antes da utilizagdo, uma aliquota foi

diluida nas concentragdes requeridas.

3.3. Processamento Histologico

Ap6s a centrifugacdo referida anteriormente, o pellet de células foi fixado em 10%
(v/v) formalina tamponada neutra (AppliChem, Darmstadt, Germany) durante 24 horas
(Figura 8A). De seguida, procedeu-se a centrifugacdo a 2800 rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente (Figura 8B). O sobrenadante foi descartado e o pellet de células
embebido em Histogel™ (ThermoFisher Scientific) e centrifugado a 4000 rpm durante 1
minuto a temperatura ambiente (Figura 8C-E). As células embebidas em Histogel™
foram incubadas a 4°C durante 10 minutos, colocadas em cassetes histologicas e
submetidas ao processamento histologico padrdo (Figura 8F-H). Detalhadamente,
procedeu-se a desidratagdo com uma série ascendente de 4lcoois, a diafanizacao com xilol
e, por fim, a impregnacdo e inclusdo em parafina (Figura 8I). Procede-se ao desbaste do
bloco para remover o excesso de parafina e realizaram-se cortes com 3 ¢ 4 um de
espessura (Figura 8J). Por fim, as 1aminas foram incubadas a 62°C durante 30 minutos,
garantindo a adesdo completa da amostra a ldmina e a sua desidratagao total (Figura 8L).
Apbs o corte, as 1aminas foram coradas com a coloragdo de hematoxilina e eosina (H&E)
permitindo a visualizacao da morfologia das células. Brevemente, apds a desparafinagao,
realizou-se a hidratacao, que transforma o tecido de um estado hidrofobico para um estado
hidrofilico, uma condicdo indispensavel para a penetragdo dos corantes aquosos. Essa
fase € conduzida numa série de solucdes alcoolicas com concentragoes decrescentes

[100% (v/v) —96% (v/v) =70% (v/v) — 50% (v/v)] e finalizada em agua corrente.
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Figura 8. Processamento histologico do histogel™. (A) As células foram fixadas em 10% (v/) formalina
tamponada neutra, (B) Centrifugou-se as células, (C) Descartou-se o sobrenadante, (D) Pellet de células
embebido em histogel™, (E) Centrifugou-se as células, (F) Células incubadas, (G) Células colocadas em
cassetes histologicas, (H) Células submetidas ao processo padrao, (I) Inclusdo das células em parafina, (J)

Corte histologico, (L) Cortes a secar na estufa.

A coloragdo propriamente dita iniciou-se com a hematoxilina, que cora os nucleos
celulares de azul ou roxo, destacando as estruturas nucleares (Feldman & Wolfe, 2014;
Fischer et al., 2008), seguida de uma lavagem em agua corrente ¢ 4gua amoniacal para
intensificagcdo da cor. Posteriormente, realizou-se uma imersao em alcool a 96% (v/v) e a
coloragdo com a eosina, que destaca as estruturas citoplasmaticas e extracelulares,
proporcionando uma coloragdo rosada ao citoplasma e criando um contraste claro entre
este e os nucleos, previamente corados pela hematoxilina (Feldman & Wolfe, 2014;
Fischer et al., 2008). Apos a coloracao, procedeu-se a desidratagdo para remover a dgua
residual em alcoois de concentragdes crescentes [70% (v/v) — 95% (v/v) — 100% (v/v)].
Seguiu-se a diafanizacdo, uma etapa necessaria para ser compativel com o meio de
montagem. Finalmente, realizou-se a montagem das laminas utilizando para isso um meio
de montagem Entellan (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), aplicando-se uma gota
sobre a amostra e cobrindo-o com uma lamela de tamanho adequado. Esse processo final
assegura a preservacdo das amostras e permite uma visualizagdo clara e duradoura ao

microscopio.

3.4. Construcao do Cell Microarray
Dois blocos recetores com capacidade para 40 cores (3 mm de didmetro por core)

cada, foram obtidos através da utilizagdo de um molde de silicone (Arraymold Kit A, IHC
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World LLC, MD, EUA) com parafina liquida e numa cassete de histologia. Os blocos
recetores foram colocados numa placa fria e desenformados assim que a parafina
solidificou completamente. Ambos os blocos de CMA (DRUG OVCARS 2024 e DRUG
OVCARS8 PTX R C 2024) foram construidos colocando os cores cilindricos retirados dos
blocos dadores, nos blocos recetores com o auxilio de uma agulha de biopsia dérmica
(didmetro entre 0,6 e 4,0 mm; Arraymold Kit A, IHC World LLC). Este processo foi
repetido varias vezes a partir de diferentes blocos dadores até que todos os cores foram
colocados nos blocos recetores em coordenadas especificas para identificagao da amostra.
Além disso, cores de tecidos (placenta e tumor do ovario) foram incluidos para orientagao
e controlo. Assim que os blocos de CMA foram todos preenchidos com as amostras,
inverteu-se numa lamina de vidro limpa e incubados numa estufa a 37 °C durante a noite
para facilitar a aderéncia dos cores dadores a parafina do bloco recetor. A fusao adequada
da parafina entre os cores e o bloco recetor € uma etapa critica que deve ser realizada com
cuidado para evitar deformagdes. No dia seguinte, procedeu-se com a homogeneizagao
com 3 ciclos a temperatura ambiente e a 37 °C (durante 1 hora cada). Ao fim de 6 horas,
os blocos de CMA foram aquecidos a 60 °C com uma lamina de vidro na superficie para
uma homogeneizacgao final. Os blocos de CMA foram seccionados com 2-4 um de
espessura, colocados em laminas de vidro revestidas (Superfrost Plus®, ThermoFisher
Scientific), e incubados a 37 °C para aderéncia da sec¢ao. Por fim, realizou-se a coloragao
com H&E em cada 10 cortes com o intuito de controlar a morfologia e verificar o tamanho

das amostras (Figura 9).
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Figura 9. Construcio do Cell Microarray. (A1) e (A2) Lamina com as células, (B1) e (B2) Coloragdo
hematoxilina e eosina, (C1) e (C2) Visualizagdo ao microscopio para escolha de melhor sitio para se fazer
o core, (D1-E1) e (D2-E2) Fez-se os cores nos blocos dadores e colocou-se no recetor, (F1) e (F2) Bloco
de CMA construido, (G1-H1) e (G2-H2) Ciclos de homogeneizagdo, (I1) e (I12) Corte histologico, (J1) e

(J2) Coloragao com hematoxilina e eosina; (L1) e (L2) Lamina pronta a ser observada ao microscopio
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E importante que os nicleos sejam dispostos de forma assimétrica para evitar erros
de interpretacdo durante a observagdo microscopica, e a inclusdo de nucleos de controle
em posi¢des estratégicas ¢ recomendada para garantir a orientacdo correta durante o corte

e também para o controle experimental (Kumar et al., 2004).

3.5. Avaliacio da Expressao das Proteinas

Para este estudo a imunocitoquimica (ICC) foi realizada com o EnVision FLEX
Mini Kit, pH elevado (Agilent Dako, Santa Clara, CA, EUA), com o objetivo de avaliar
a expressao das proteinas associadas a processos celulares como apoptose, proliferacao e
resisténcia. Iniciou-se com desparafinacdo e hidratacdo das laminas. Essa fase ¢
conduzida numa série de solugdes alcodlicas com concentragdes decrescentes [100%
(Vv/v) —96% (v/v) =70% (v/v) — 50% (v/v)] e finalizada em 4gua corrente. Procedeu-se a
recuperagdo antigénica induzida pelo calor (98 °C) com a EnVision FLEX Target
Retrieval Solution high pH (1x) (EnVision FLEX Mini Kit, High pH), durante 40
minutos. De seguida, deixaram-se as laminas a arrefecer durante 20 minutos e foram
posteriormente lavadas com uma solucao tampao (EnVision FLEX Mini Kit, High pH),
por 3 vezes durante 2 minutos. Em seguida, colocou-se a caneta hidrofobica (Advanced
PAP PEN, Daido Sangyo Co., Ltd, Japan) para delinear a area de corte pretendida, e a
atividade das peroxidases enddgenas foi bloqueada com o reagente de bloqueio da
peroxidase EnVision FLEX (EnVision FLEX Mini Kit, pH elevado), durante 10 minutos
a temperatura ambiente numa camara humida. As laminas foram lavadas como
mencionado anteriormente e incubadas com os anticorpos monoclonais: caspase 3 clivada
(1:100, D175 5A1E, Cell Signalling Technology, Danvers, MA, USA), P-gp (1:1200,
ERP10364-57, Cell Marque Corporation, Sigma-Aldrich, Rocklin, CA, USA), Ki67
(1:100, SP6, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), PARP clivada (1:100,
Asp214 D64E10, Cell Signalling Technology, Danvers, MA, USA), ALDHI1 (1:200,
DI9QSE, Cell Signalling Technology, Danvers, MA, USA), e Mesotelina (1:50, SP74,
ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) durante 1 hora a temperatura ambiente
numa camara hiimida. A detecdo dos anticorpos primarios foi efetuada com EnVision
FLEX HRP (EnVision FLEX Mini Kit, pH elevado), um anticorpo secundario conjugado
com um polimero marcado com peroxidase de rabano (HRP), durante 30 minutos a
temperatura ambiente numa camara hiimida. A visualizagdo das reagdes foi obtida com a

mistura do tampao de substrato EnVision FLEX e a diaminobenzidina (DAB) EnVision
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FLEX (EnVision FLEX Mini Kit, pH elevado), de acordo com as instrugdes do
fabricante. Para realgar o contraste nuclear, realizou-se uma coloragdo com hematoxilina.
Apos a coloragdo, procedeu-se a desidratagdo para remover a agua residual em alcoois de
concentragdes crescentes [70% (v/v) — 95% (v/v) — 100% (v/v)]. Seguiu-se a
diafaniza¢do, uma etapa necessaria para ser compativel com o meio de montagem.
Finalmente, realizou-se a montagem das ldminas utilizando para isso um meio de
montagem Entellan (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), aplicando-se uma gota sobre

a amostra e cobrindo-o com uma lamela de tamanho adequado (Figura 10).
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Figura 10. Avaliacio da expressio das proteinas através da técnica da imunocitoquimica, (A1) e (A2)

Desparafinagdo, (B1) e (B2) Recuperagdo antigénica, (C1) e (C2) Lavagens com solucdo tampao, (D1) e
(D2) Caneta hidrofobica, (E1) e (E2) Peroxidase, (F1) e (F2) Lavagens com solugdo tampao, (G1) e (G2)
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Anticorpo monoclonal, (H1) e (H2) Lavagens com solugdo tampéao, (I1) e (I2) Anticorpo secundario, (J1)
e (J2) Lavagens com solugdo tampao, (L1) e (L2) Diaminobenzidina (DAB) EnVision FLEX, (M1) e (M2)

Lavagem em agua corrente, (N1) e (N2) Contraste nuclear, (O1) e (O2) Visualizagdo ao microscopio.

A avaliagdo dos biomarcadores foi realizada por 4 observadores independentes,
nomeadamente a Doutora Sara Ricardo, Dr. Erica Oliveira, Dr. Claudia Santos e Aran
Sanfeliu. Registou-se o padrao de coloragdo (nuclear, citoplasmatica ou membranar) e a
percentagem de células coradas: negativo (0%) e positivo (0.1 — 1%, 2 — 5%, 6 — 10%,
11 — 25%, 26 — 50%, 51 — 75% e 76 — 100%). Algumas amostras apresentaram pelo
menos uma ICC nao avaliavel (NA) por baixa celularidade ou amostra ausente. Todas as
figuras microscopicas foram obtidas pelo microscopio Leica DMil de contraste de fase

invertida (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) com magnificacdo de 400x.
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4. Resultados

4.1. A Expressao da Mesotelina Diminui na Linha Celular OVCARS8 PTX R C
Quando Tratada em Combinac¢ao com a Ivermectina
Na avaliagdo da MSLN observa-se predominantemente uma marcagao
membranar nas células tumorais, refletindo a sua ancoragem a superficie celular. Em
alguns casos, observa-se também uma marcacdo citoplasmatica difusa, associada a
presenca de fragmentos desta proteina neste compartimento celular. A expressao da
MSLN ¢ elevada na maioria das condi¢des de cultura (51-75% ou >75% de células
positivas), no entanto, ¢ visivel uma diminui¢do da sua expressdo para a OVCARS PTX
R C quando cultivadas em 3D e expostas a combinagdo de quimioterapicos + ivermectina

(26-50% de células positivas) (Figura 11).
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Figura 11. Expressio da mesotelina diminui na linha celular OVCARS8 PTX R C tratadas em
combinac¢io com a ivermectina. (A) Mapa de calor representando a percentagem de células marcadas e
(B - E) imagens ICC representativas da expressdo de MSLN em células OVCARS (B e C) e OVCARS PTX
R C (D e E) tratadas com Carboplatina ou Paclitaxel isoladamente e em combinagdo com Ivermectina.
Todas as imagens foram fotografadas com uma ampliagdo de 400x e a barra de escala representa 50 pm.

NA, ndo avaliavel; MSLN, mesotelina.

De notar que, em algumas condicdes de cultura (OVCARS em 3D tratadas com
paclitaxel e com a combinagdo de paclitaxel + ivermectina; OVCARS PTX R C em 3D
tratadas com ivermectina), ndo foi possivel obter um pellet com quantidade suficiente de
células para avaliacdo por ICC, sendo consideradas NA (ndo avalidvel). Esta situacdo ¢é
transversal na analise dos biomarcadores subsequentes neste trabalho sendo

posteriormente discutida.
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4.2. A Ivermectina Diminui a Expressao da P-gp na Linha Celular OVCARS
PTXRC

Nas células OVCARS, a expressao de P-gp ¢ inexistente (0% de células positivas)

tanto em condig¢des 2D como 3D e o tratamento nao modifica a sua expressao, sugerindo

que o seu fendtipo continua a ser sensivel a farmacos substratos desta proteina

membranar, como, por exemplo, o paclitaxel (Figura 12).
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Figura 12. Expressdo de P-gp apés o tratamento com carboplatina ou paclitaxel e em combinacio
com ivermectina nas linhas celulares OVCARS8 e OVCARS PTX R C. (A) Mapa de calor representando
a percentagem de células marcadas e (B - E) imagens ICC representativas da expressdao de P-gp em células
OVCARS (B e C) e OVCARS PTX R C (D ¢ E) tratadas com Carboplatina ou Paclitaxel isoladamente e
em combinacdo com Ivermectina. Todas as imagens foram fotografadas com uma ampliagdo de 400x ¢ a

barra de escala representa 50 um. NA, ndo avaliavel; P-gp, p-glicoproteina.

Em contraste, na linha celular OVCARS8 PTX R C, em culturas 2D, a expressao
da P-gp nas condi¢des ndo tratadas e com o tratamento de carboplatina apresentam cerca
de 26-50% de células marcadas, enquanto com tratamento de paclitaxel isolado e a
combinagdo de carboplatina + ivermectina, as células exibem uma marcagdo superior a
75%. Os tratamentos com ivermectina isoladamente e paclitaxel + ivermectina
apresentam uma menor marcagdo (11-25% de células positivas). Para a condi¢do 3D, o

controle ¢ a combinacao de carboplatina + ivermectina apresentam uma marcagdo com
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26-50% das células positivas para a P-gp. A monoterapia com carboplatina entre 11-25%,
a monoterapia com paclitaxel acima de 75%, enquanto a combinagdo paclitaxel +
ivermectina apresenta auséncia de marcagdo. Nas células com monoterapia de

ivermectina isolada nao foi possivel avaliar (NA) por auséncia de amostra.

4.3. A Proliferacio Diminuiu e a Apoptose Aumentou em Ambas as Linhas
Celulares Quando Tratadas com Ivermectina
Para avaliar a citotoxicidade de todas as condi¢des de cultura, foi avaliada a
expressao da Ki67 (marcador de proliferagao celular), caspase 3 clivada e PARP clivada,
dois marcadores de apoptose por duas vias de ativacao de morte celular distintas.
Nas células OVCARS e OVCARS PTX R C, foram observados elevados niveis
de expressao da Ki67 com os tratamentos de carboplatina e paclitaxel isoladamente (51-
75% e >75%, respetivamente, de células positivas), tanto em condigdes 2D como 3D. No
entanto, o tratamento com ivermectina diminuiu o indice de proliferacdo celular quer em
monoterapia (OVCARS 26-50%; OVCARS PTX R C 26-50%) quer em combina¢do com
o paclitaxel (OVCARS 2D 26-50%; OVCARS PTX R C 2D 11-25%; OVCARS PTX R
C 3D 6-10%) ou carboplatina (OVCARS 26-50%; OVCARS PTX R C 11-25%) (Figura
13).
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Figura 13. Expressdo de Ki67 apds o tratamento com carboplatina ou paclitaxel e em combinaciao
com ivermectina nas linhas celulares OVCARS8 e OVCARS PTX R C. (A) Mapa de calor representando
a percentagem de células marcadas e (B - E) imagens ICC representativas da expressdo de Ki67 em células
OVCARS8 (B e C) e OVCARS8 PTX R C (D ¢ E) tratadas com Carboplatina ou Paclitaxel isoladamente e
em combinacdo com Ivermectina. Todas as imagens foram fotografadas com uma ampliagdo de 400x ¢ a

barra de escala representa 50 um. NA, Nao avaliavel.

Na linha celular OVCARS sem tratamento, a expressdo da caspase 3 clivada ¢
inexistente (0% de células marcadas), tanto em condi¢des 2D como 3D, sendo que, com
o tratamento, ¢ observado um aumento de expressdo desta proteina. Em ambas as
condigdes € observadas um menor nivel de marcagdo quando as células sdo tratadas
isoladamente com carboplatina (11-25% de células marcadas). Um aumento de expressdo
¢ observado quando as células sdo tratadas isoladamente com paclitaxel (51-75% de
células positivas) em 2D, ou isoladamente com ivermectina (51-75% de células positivas)

em 3D, enquanto no tratamento com ivermectina isoladamente em 2D observa-se uma
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marcagdo superior (76-100% de células positivas). Nos tratamentos com combinagdes,
paclitaxel + ivermectina e carboplatina + ivermectina, ¢ observada uma elevada expressao
de caspase 3 clivada em ambas as condigdes (76-100% de células positivas).

Nas células OVCARS PTX R C, a expressao da caspase 3 clivada nas condig¢des
ndo tratadas e com o tratamento com paclitaxel apresentam uma baixa marcagao (6-10%
de células positivas) na cultura 3D, enquanto as condi¢des ndo tratadas e o tratamento
com carboplatina apresentam uma maior marcagdo (11-25% de células positivas), na
cultura 2D. No entanto, foi visivel elevados niveis de expressao da caspase 3 clivada no
tratamento com carboplatina na condig¢ao 3D e no tratamento com paclitaxel em 2D (26-
50% de células positivas). Os tratamentos com ivermectina apresentam uma marcagao
ainda mais elevada quer isoladamente (76-100% de células positivas), quer em

combinag¢do com paclitaxel ou carboplatina (76-100% de células positivas) (Figura 14).
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Figura 14. Expressiao da caspase 3 clivada apés o tratamento com carboplatina ou paclitaxel e em
combinacio com ivermectina nas linhas celulares OVCARS8 e OVCARS PTX R C. (A) Mapa de calor
representando a percentagem de células marcadas e (B - E) imagens ICC representativas da expressdo de
caspase 3 clivada em células OVCARS (B e C) e OVCARS PTX R C (D e E) tratadas com Carboplatina
ou Paclitaxel isoladamente e em combinacdo com Ivermectina. Todas as imagens foram fotografadas com

uma ampliag¢do de 400x e a barra de escala representa S0 um. NA, Néo avaliavel.

Na linha celular OVCARS, o controlo apresenta marcacdo quase inexistente (0,1-
1% de células positivas), em ambos os sistemas de cultura (2D e 3D), sendo que, em
geral, o tratamento aumenta a expressao da PARP clivada, sugerindo um maior indice de
apoptose. No tratamento com carboplatina, a marcacdo foi de 11-25% de células
positivas. O tratamento com paclitaxel ou ivermectina isolado revelou uma marcagdo de
26-50% de células positivas em 2D, enquanto que em 3D o tratamento com ivermectina

aumentou a marcagdo para 51-75%. As combinacdes carboplatina + ivermectina e
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paclitaxel + ivermectina demonstraram uma marcacdo de 76-100% em ambas as
condigdes de cultura.

Na linha celular OVCARS8 PTX R C, o controlo e o tratamento com carboplatina
apresentam niveis de marcagdo entre 11-25%, enquanto o paclitaxel isolado marcou cerca
26-50% das células, em 2D. No tratamento isolado com ivermectina e nas combinagdes
de farmacos (carboplatina + ivermectina e paclitaxel + ivermectina, observou-se uma
marcagdo de 76-100% de células positivas em 2D. Na cultura 3D, o controlo e os
tratamentos isolados com paclitaxel ou carboplatina apresentam niveis de expressao
reduzidos (6-10% de células positivas). Os tratamentos com as combinacdes de
carboplatina + ivermectina ¢ paclitaxel + ivermectina, apresentaram uma marcagao

superior (26-50% e 76-100% de células positivas, respetivamente) (Figura 15).
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Figura 15. Expressio de PARP clivada apés o tratamento com carboplatina ou paclitaxel, e em
combinacio com ivermectina nas linhas celulares OVCARS8 e OVCARS PTX R C. (A) Mapa de calor
representando a percentagem de células marcadas e (B - E) imagens ICC representativas da expressdo de
PARP clivada em células OVCARS (B ¢ C) e OVCARS8 PTX R C (D ¢ E) tratadas com Carboplatina ou
Paclitaxel isoladamente e em combinagdo com Ivermectina. Todas as imagens foram fotografadas com uma

ampliacdo de 400x ¢ a barra de escala representa 50 um. NA, Nao avaliavel.

4.4. A Expressao do ALDH1 Diminuiu em Ambas as Linhas Celulares Quando
Tratadas com Ivermectina

Na avaliacdo da ALDHI1 observaram-se variados niveis de expressao com uma

marcacao citoplasmatica em forma de “dof”. Nas OVCARS, em 2D, as células nao

tratadas e as tratadas com paclitaxel apresentaram uma baixa expressdo com cerca de 11-

25% das células marcadas. Por outro lado, quando estas células sdo tratadas com

ivermectina isoladamente ou em combinagao (carboplatina + ivermectina e paclitaxel +

ivermectina) ndo apresentam expressao da ALDHI1. No tratamento com carboplatina a
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marcacao ¢ de 26-50%. Na cultura 3D, as células ndo tratadas apresentam marcagao de
26-50%, enquanto o tratamento com carboplatina tem aumento na marcagdo para 51-
75%. No tratamento com ivermectina observa-se um decréscimo na marcagdo tanto na
ivermectina isolada (0% de células positivas), como no tratamento com carboplatina +
ivermectina (11-25% de células positivas).

Na linha celular OVCAR8 PTX R C ¢ apresentada uma maior expressao da
ALDHI sendo que as células ndo tratadas e as tratadas com carboplatina ou paclitaxel
apresentam elevados niveis de expressao (76-100% de células positivas). No tratamento
com carboplatina + ivermectina e paclitaxel + ivermectina as células apresentam baixos
niveis de marcagdo (26-50% e 0%, respetivamente) em 3D. Na cultura 2D, a marcagdo
do tratamento carboplatina ou paclitaxel isolado ¢ de 51-75%, e no tratamento combinado
(carboplatina + ivermectina e paclitaxel + ivermectina) diminui para 11-25% das células
positivas. O nivel de marcagdo mais baixo ¢ no tratamento com ivermectina isolada (6-

10% de células positivas) (Figura 16).
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Figura 16. Expressio da ALDHI1 apés o tratamento com carboplatina ou paclitaxel, e em combinacio
com ivermectina nas linhas celulares OVCARS8 e OVCARS8 PTX R C. (A) Mapa de calor representando
a percentagem de células marcadas e (B - E) imagens ICC representativas da expressdo de ALDH1 em
células OVCARS (B e C) e OVCARS8 PTX R C (D e E) tratadas com Carboplatina ou Paclitaxel
isoladamente e em combinag@o com Ivermectina. Todas as imagens foram fotografadas com uma ampliagao

de 400x e a barra de escala representa 50 um. NA, Néo avaliavel.
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5. Discussao

O desenvolvimento deste projeto de investigagdo teve como objetivo avaliar, por
meio da construcdo do CMAs, as alteragdes na expressao de proteinas associadas a
quimiorresisténcia em linhas celulares de CO expostas a diferentes farmacos. O CMA
permitiu obter um bloco com multiplas condi¢gdes de cultura, com pellets celulares

fixados em formol e incluidos primeiro em histogel™

e posteriormente em parafina apos
processamento histologico. Assim como, originar cortes histolégicos multi-amostra o que
permitiu economizar reagentes na técnica de ICC. A andlise dos biomarcadores MSLN,
P-gp, Ki67, caspase 3 clivada, PARP clivada e ALDHI1 permitiu caracterizar os efeitos
citotoxicos das drogas em monoterapia € em combinagao proporcionando uma alternativa
as técnicas bioquimicas de analise de citotoxicidade (por exemplo, a Sulforadamina B ou
Preso Blue™) ou western-blot que ndo permitem a visualiza¢do da localizagdo celular da
proteina em estudo.

A constru¢ao de CMAs envolve varias etapas criticas que garantem a qualidade e
a utilidade da ferramenta (Hutchins & Grabsch, 2018). Inicialmente, um bloco recetor ¢
selecionado, contendo um numero ideal de pocos para o desenho experimental que
necessitamos, sendo que nestes pocgos serdo colocados pequenos fragmentos de cores
cilindricos que sdo extraidos de diferentes blocos de parafina dadores com o auxilio de
uma agulha de biopsia (Coelho et al., 2018). O bloco recetor € criado preenchendo-se o
molde de silicone selecionado com parafina liquida e colocando-se uma cassete
histologica sobre o molde. Em seguida, o bloco ¢ arrefecido sobre uma placa fria para
solidificar a parafina, permitindo que o bloco recetor seja desenformado (Nunes et al.,
2023).

A principal vantagem do CMA ¢ a sua capacidade de realizar estudos em larga
escala, onde diferentes linhas celulares expostas a tratamentos isolados ou combinados
podem ser analisadas simultaneamente reduzindo a variabilidade experimental e o
consumo de reagentes. Além disso, a utilizacio do CMA no contexto de testes de
farmacos permite a andlise de alteracdes moleculares em células tumorais, facilitando a
descoberta de novos alvos terapéuticos e a validacao de biomarcadores num contexto pré-
clinico (Ferrer et al., 2005; Waterworth et al., n.d.). Esta metodologia facilita ndo apenas
a triagem de farmacos, mas também permite uma andlise detalhada das alteracdes
fenotipicas em linhas celulares tumorais antes e apos a exposicao a diferentes farmacos,
contribuindo assim para o avanco na personalizacdo do tratamento oncologico (Nunes et

al., 2023).
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A obtencao de um pellet celular otimizado em cultura exige a manuten¢ao de uma
densidade celular entre 1x10¢ e 5x107 células por condi¢do, garantindo um rendimento
adequado para a subsequente constru¢ado de CMA de alta qualidade (Nunes, et al., 2023).
Esta concentracao celular ¢ fundamental para assegurar a formagao de um pellet celular
suficientemente denso, minimizando perdas experimentais. No entanto, a elevada taxa de
morte celular induzida por alguns tratamentos pode comprometer a obtencdo de uma
quantidade satisfatoria de células para andlise. Neste trabalho, em algumas condic¢des de
cultura ndo foi possivel a obtengao deste pellet, especificamente, paraa OVCARS em 3D
apos tratamento como paclitaxel, paclitaxel + ivermectina, e OVCAR8 PTX R C em 3D
apods tratamento como ivermectina. Numa das situagdes, ndo foi possivel obter pellet
apesar da linha nao ter sido submetida a tratamento, OVCAR8 PTX R C em 3D, e neste
caso ha que reconhecer que a obten¢do de um pellet adequado para andlise histoldgica, o
que ¢ mais dificil neste tipo de culturas 3D. No entanto, apesar dos casos NA, os
resultados confirmam que a técnica de CMA foi eficaz para a identificagdo de padrdes
diferenciais de expressao proteica, permitindo a avaliagdo comparativa da resposta celular
a varias terapias testadas.

A MSLN ¢ uma glicoproteina, que ¢ expressa principalmente em células
mesoteliais normais, que revestem as cavidades corporais, como o térax e o abdomen. A
sua funcdo estd associada com a adesdo celular e invasdo tumoral (Chang, Pastan, et al.,
1992; Chang & Pastan, 1996; Glass et al., 2011). A andlise da MSLN revela que os
tratamentos, em geral, ndo alteram a sua expressdo normalmente elevada neste tipo de
células tumorais. Apenas foram observadas ligeiras diminuigdes na expressao para a linha
OVCARS8 PTX R C identificando provavelmente uma mudanga para um feno6tipo menos
diferenciado (ou seja, mais estaminal e associado com a resisténcia a firmacos).

A P-gp ¢ uma proteina de efluxo muito expressa em células tumorais resistentes a
quimioterapia, desempenhando um papel fundamental na expulsdo de farmacos
citotoxicos para o meio extracelular (Ambudkar et al., 1999; Cordon-Cardo et al., 1990;
Gottesman et al., 1996). A sua marca¢do ICC ocorre predominantemente na membrana
citoplasmatica, embora em alguns casos, possa ser observada uma coloragdo
citoplasmatica difusa, indicativa da sua presenga em compartimentos intracelulares antes
da translocagdo para a membrana (Calcabrini et al., 2000; Cordon-Cardo et al., 1990). A
marcacdo intensa na membrana celular estd associada a fenoOtipos tumorais mais
agressivos, indicando um elevado potencial metastatico e resisténcia ao tratamento

(Calcabrini et al., 2000; Cordon-Cardo et al., 1990). Os resultados indicam que a

66



expressao da P-gp ¢ significativamente maior nas células OVCARS PTX R C tratadas
com paclitaxel isoladamente, sugerindo que a resisténcia ao farmaco ¢ mediada pelo
efluxo ativo promovido por esta proteina. A correlacao entre a elevada marcagao da P-gp
e a reducdo da eficacia terapéutica reforga a hipotese de que a sua sobre-expressao estd
diretamente ligada com a quimiorresisténcia no CO. Assim, a identificacao de P-gp como
um biomarcador relevante aponta para a necessidade de estratégias terapéuticas
alternativas, incluindo inibidores de P-gp, para restaurar a eficacia dos tratamentos
convencionais.

O Ki67 ¢ um marcador de proliferagdo celular expresso exclusivamente em
células que estdo ativamente em divisao (Gerdes et al., 1983). A sua expressdao ocorre
predominantemente no nucleo das células proliferativas e estd ausente em células
quiescentes (fase GO do ciclo celular) (Arch& et al., 1988; Tazzari et al., 1990; Xia et al.,
2021). A intensidade da marcagao varia conforme a taxa proliferativa do tecido analisado.
A marcacdo intensa ¢ frequentemente associada a tumores mais agressivos e com elevado
potencial metastatico (Schlfiter et al., n.d.). A elevada marcacao de Ki67 na maioria das
amostras sugere que a proliferacdo celular se mantém ativa, mesmo apds o tratamento,
indicando limitagdes na eficacia dos agentes utilizados. Comparativamente, as células
OVCARS PTX R C exibiram um maior indice proliferativo em relacdo as OVCARS,
reforgcando a hipotese de quimiorresisténcia. Assim, com estes resultados destaca-se a
necessidade de estratégias terapéuticas que reduzam a proliferagdo tumoral, como
inibidores do ciclo celular e terapias combinadas que aumentem a eficacia dos agentes
convencionais (Nunes et al., 2021).

A analise da apoptose, por meio da caspase 3 clivada e da PARP clivada,
demonstrou que as combinagdes de carboplatina + ivermectina e paclitaxel + ivermectina
apresentaram os melhores resultados na inducdo de morte celular, particularmente nas
c€lulas duplamente resistentes (OVCARS8 PTX R C). Esse resultado ¢ consistente com a
hipétese de que abordagens combinadas podem ser mais eficazes na superacdo da
quimiorresisténcia. Neste contexto, estudos recentes tém reforcado o potencial
terapéutico da ivermectina como agente adjuvante na terapéutica oncologica (Laing et al.,
2017; N. Li & Zhan, 2020). Por exemplo, foi demonstrado que a ivermectina possui uma
capacidade relevante de inibir a progressao tumoral, tanto linhas celulares de CO humano
in vitro quanto em modelos de xenoenxerto de ratinhos (Hirokawa et al., 2006). Além
disso, observou-se que este farmaco apresenta uma toxicidade seletiva, afetando

preferencialmente células tumorais e preservando células normais (K. Wang et al., 2016).
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Um dos aspetos mais relevantes ¢ a sua atuagdo sinérgica com outros agentes
antitumorais, como antiestrogénios, promovendo um efeito antiproliferativo mais
acentuado, especialmente em contextos de resisténcia aos derivados de platina (N. Li &
Zhan, 2020; Lokich et al., 2014). Esses dados corroboram os resultados obtidos no
presente estudo, indicando que a associagdo de ivermectina com quimioterapicos
convencionais, como a carboplatina, pode intensificar a resposta antitumoral e representar
uma abordagem eficaz para o tratamento de neoplasias do CO. A caspase 3 clivada ¢ uma
protease executora da apoptose, sendo ativada nas fases finais da morte celular
programada (Elmore, 2007; Galluzzi et al., 2018; Riedl & Shi, 2004; Rybczynska et al.,
2018). A sua marcagdo ICC ocorre predominantemente no citoplasma das células
apoptdticas, podendo também ser observada no nicleo para alguns casos. A intensidade
da marcacdo varia de acordo com o grau de apoptose presente na amostra, sendo
geralmente difusa e granular. A marcagdo intensa estd frequentemente associada a uma
ativacdo robusta da apoptose (Beroske et al., 2021; Limpachayaporn et al., 2015). A
elevada marcagdo de caspase 3 clivada indica que o tratamento foi eficaz em induzir
apoptose e reduzir a viabilidade tumoral. Em contrapartida, niveis reduzidos sugerem
resisténcia celular, refor¢ando a necessidade de abordagens terapéuticas que reativem as
vias apoptoticas, como moduladores de apoptose ou terapias combinadas para aumentar
a sensibilidade tumoral aos agentes quimioterapicos.

A PARP clivada ¢ um marcador essencial da apoptose, sendo ativada em resposta
a danos no DNA (Nagata & Tanaka, 2017). A sua marcacdo ICC ocorre
predominantemente no ndcleo das células apoptodticas, uma vez que a clivagem da PARP
¢ um evento caracteristico da fase final do processo apoptodtico. A auséncia de marcagao
indica células vidveis e/ou resistentes a apoptose, sendo que uma marcacao intensa nas
células sugere uma resposta eficaz ao tratamento citotoxico. A analise da apoptose, por
meio da caspase 3 clivada e da PARP clivada, demonstrou que as combinacdes de
carboplatina + ivermectina e paclitaxel + ivermectina apresentaram os melhores
resultados na inducdo de morte celular programada, particularmente nas células
duplamente resistentes (OVCARS8 PTX R C). Este resultado ¢ consistente com a hipdtese
de que abordagens combinadas podem ser mais eficazes na superacdo da
quimiorresisténcia e € concordante com os resultados obtidos com a marcacao do Ki67.

A ALDHI1 ¢ uma enzima de desintoxicagdo celular responsavel pela oxidacao do
aldeido intracelular, e a sua marcacao ocorre predominantemente no citoplasma (Sophos

& Vasiliou, n.d; Y. C. Wang et al., 2012). A anélise da expressdo da ALDH1 nos CMAs
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revelou elevados niveis de marcagdo na OVCARS PTX R C em condicdes 3D. Esta
elevada expressdo foi observada nas células sem tratamento e com tratamento em
monoterapia. Esta tendéncia também se verificou nestas células em condi¢des 2D, mas
de uma forma menos acentuada. Elevados niveis da enzima ALDH1 estao associados com
a metaboliza¢do de drogas no citoplasma das células levando a resisténcia a farmacos.
Como a linha OVCAR8 PTX R C ¢ resistente a carboplatina e ao paclitaxel seria de
esperar elevados niveis deste biomarcador pela natureza desta linha. Em condi¢des 3D,
onde a organizagao celular ¢ mais complexa, parece haver uma tendéncia para uma maior

resisténcia mimetizando melhor a biologia do CO nas pacientes.
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6. Conclusao e Perspetivas Futuras

Os resultados obtidos neste trabalho validam a utilizagdo de CMA na
caracterizacdo molecular de linhas de CO e sugerem que as terapias combinadas podem
representar uma alternativa promissora para reverter a quimiorresisténcia. A
aplicabilidade do CMA na avaliagdo de alteracdes na expressdo de proteinas induzidas
por farmacos ¢ um avango significativo no contexto da analise da biologia e da
bioquimica dos tumores. Esta metodologia permite de um modo mais rapido e com um
contexto morfologico detalhado entender os mecanismos de resisténcia associados a
diversos compostos uma vez que permite a analise de multiplas condigdes em simultaneo.

Para além disso, apesar dos resultados promissores obtidos neste trabalho, ¢
importante reconhecer algumas limitacdes que influenciam a interpretacdo e a
generalizacdo dos dados. A utilizacdo de apenas duas linhas celulares, embora relevante
para modelar fendtipos distintos de quimiorresisténcia, ndo permite extrapolar conclusdes
para todos os subtipos de CO. Além disso, embora os ensaios de ICC tenham permitido
uma caracterizacio detalhada da expressdo de biomarcadores como a MSLN, P-gp, Ki67,
Caspase 3 clivada, PARP clivada e ALDHI, a andlise permaneceu essencialmente
descritiva. Estudos complementares que envolvam quantificagao por métodos adicionais,
como PCR ou Western blot, poderiam reforgar e validar as observagdes feitas.

As perspetivas futuras deste estudo sdo amplas e apontam para diversas linhas de
investigagdo. Uma primeira etapa importante serd a validacdo dos resultados em modelos
in vivo, que permitam avaliar o efeito das combinagdes terapéuticas num contexto
fisiologico mais proximo da realidade clinica. A aplicacdo de xenotransplantes em
ratinhos poderd contribuir para avaliar a eficacia antitumoral da ivermectina em
combina¢do com quimioterapicos, bem como o seu perfil de toxicidade. Além disso, a
utilizacdo de tecnologias de alto rendimento, como a transcriptomica e a protedmica,
podera identificar vias moleculares adicionais moduladas pelos tratamentos combinados,
abrindo caminho ao desenvolvimento de terapias direcionadas mais eficazes.

A realizagdo deste estadgio representou uma etapa fundamental no meu percurso
académico e profissional, permitindo-me aplicar os conhecimentos tedricos adquiridos ao
longo da formacgdo e desenvolver competéncias praticas num ambiente real de trabalho.
Ao longo deste periodo, enfrentei desafios que contribuiram para o meu crescimento
pessoal e técnico, aprendi com profissionais experientes e tive a oportunidade de

aprofundar o meu entendimento sobre o funcionamento da area onde atuei.
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Este estagio reforgou o meu interesse pela area e confirmou a vontade de continuar
a investir no meu desenvolvimento neste caminho. Saio desta experiéncia com uma visao
mais clara sobre as exigéncias do mercado de trabalho, mais confiante nas minhas

capacidades e grata pela oportunidade de aprendizagem.
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