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RESUMO

O cancer de ovario ¢ uma das neoplasias ginecoldgicas mais agressivas e letais, caracterizado
por seu comportamento metastatico e pela alta taxa de mortalidade entre mulheres em todo o
mundo. De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA), em 2023, mais de 4.000 6bitos
por cancer foram registrados entre mulheres no Brasil. Pesquisas indicam que os canais i6nicos,
especialmente os canais de potassio (K*), exercem papel relevante na progressdo tumoral,
influenciando processos como proliferacdo celular, migracdo e apoptose. Com base nisso, este
projeto teve como objetivo investigar a expressao diferencial de proteinas associadas a canais
de K* em células normais (CHO) e tumorais (OV-90) de ovario. As linhagens foram cultivadas
em condicGes adequadas e submetidas a extracdo, quantificacdo proteica e analise por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). As proteinas foram desnaturadas,
separadas conforme o peso molecular e coradas com azul de Coomassie, permitindo a
comparacao dos perfis proteicos entre as amostras. A analise revelou diferencas marcantes entre
as linhagens, especialmente na faixa de 50 a 75 kDa. As amostras OV-90 apresentaram bandas
mais intensas nessa regido em todas as concentragdes (5, 10, 15 e 20 ug), destacando-Se uma
banda em torno de 60 kDa, sugerindo maior expressdo dessas proteinas nas células tumorais.
Embora os resultados indiquem variacdo possivelmente relacionada aos canais de K*, a
confirmacdo requer métodos complementares, ja que a SDS-PAGE ndo permite identificacdo
especifica. Também foram observadas outras bandas em diferentes faixas de peso molecular,
que podem representar proteinas envolvidas em processos celulares relevantes. Os achados
contribuem para compreender o papel dos canais de K* no cancer de ovario e fornecem base

para futuras investigacoes sobre seu potencial terapéutico.

Palavras-chave: canais de potassio; cancer de ovario; eletroforese.
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Anélise Comparativa do Perfil de Proteinas Associadas
a Canais I6nicos em Linhagens Celulares Normais e
Tumorais de Ovario por SDS-PAGE

1 INTRODUCAO

O cancer ginecoldgico caracteriza-se pelo crescimento descontrolado e disseminagéo
de celulas malignas do trato genital feminino, sendo uma das principais causas de
mortalidade feminina, embora subexplorado em pesquisas. Entre essas neoplasias, o cancer
de ovério se destaca por sua alta letalidade, agressividade e potencial metastatico (Lheureux,
Stephanie et al., 2019). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2024), estimou
mais de 7.300 novos casos e aproximadamente 4.400 obitos em 2023, com diagnostico
frequente tardio devido a auséncia de sintomas especificos e a limitacdo de métodos de
triagem, resultando em baixas taxas de sobrevida (Serrano-Novillo, Clara et al., 2019).

Os canais idnicos sdo proteinas de membrana que regulam a entrada e saida dos ions
na célula. Estudos recentes os indicam como alvos terapéuticos promissores em cancer de
ovario, dada a sua influéncia em processos celulares como metastase e resisténcia a
tratamentos (Cahill et al., 2020; Romito, Oliver et al., 2024). Esses canais de membrana
regulam excitabilidade, contracdo, metabolismo, ciclo celular, proliferacéo e apoptose, e suas
alteracbes em canais dependentes de voltagem estdo associadas a diversas patologias,
incluindo neoplasias (Zhou, Yubin et al., 2024).

Canais de potassio dependentes de voltagem (Kv), classicos na transmissao neuronal
e contracdo muscular, participam de proliferacdo e migracéo celular, e sua expressao alterada
em maultiplos tipos tumorais sugere relevancia na biologia do cancer (Pardo, Luis et al., 2014;
Arcangeli, Annarosa et al., 2023). Contudo, a expressao desses canais em células de cancer
de ovario, especialmente em estagios avancados, permanece pouco elucidada, justificando a
investigacdo das propriedades eletroforéticas de Kv na linhagem OV-90.

Dessa forma, o presente trabalho prope a analise comparativa do perfil proteico entre
linhagens celulares normais (CHO) e tumorais de ovario (OV-90), com foco na identificacao
de diferengas de expressao relacionadas aos canais de potassio dependentes de voltagem
(Kv). A partir da aplicagdo da técnica de eletroforese SDS-PAGE, busca-se observar
possiveis variacbes no padrdo e na intensidade das bandas proteicas entre 0s grupos,

fornecendo indicios sobre a presenca dessas proteinas em células neoplasicas.
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a Canais I6nicos em Linhagens Celulares Normais e
Tumorais de Ovario por SDS-PAGE

2 JUSTIFICATIVA

O cancer ginecologico representa um dos principais problemas de satde publica em
todo 0 mundo, sendo responsavel por uma expressiva parcela da mortalidade entre mulheres.
Dentre as neoplasias que acometem o trato reprodutivo feminino, o cancer de ovério se
destaca por apresentar uma das maiores taxas de letalidade. Essa elevada mortalidade esta
associada a caracteristicas biologicas especificas, como sua alta agressividade, potencial
metastatico e, sobretudo, a dificuldade em estabelecer um diagnostico precoce.

O caréter insidioso do cancer de ovario esta relacionado ao fato de que seus sintomas
iniciais sdo inespecificos, podendo ser confundidos com condi¢Bes benignas do trato
gastrointestinal ou reprodutivo. Consequentemente, a deteccdo da doenca ocorre, na maioria
das vezes, em estagios avancados, quando as opcOes terapéuticas sao mais limitadas e a taxa
de sobrevida é reduzida. Esse cenario evidencia a necessidade urgente de aprimorar as
estratégias de diagndstico, prognostico e tratamento.

Apesar dos avancos nas terapias antitumorais, o cancer de ovario ainda carece de
métodos de rastreamento e biomarcadores eficazes que permitam um diagnostico precoce.
Nesse cenario, estudos que avaliam a expressdo de proteinas envolvidas no comportamento
tumoral tornam-se relevantes. Entre essas proteinas, os canais ibnicos vém sendo analisados
por estarem associados a processos como proliferacdo, migracdo celular e resisténcia a
farmacos, aspectos que podem contribuir para a maior agressividade observada nessa
neoplasia.

No entanto, ainda s&o escassos 0s estudos que exploram os mecanismos de
funcionamento desses canais em células de cancer de ovario, especialmente nos casos mais
agressivos e metastaticos. Essa lacuna de conhecimento limita a compreensdo dos processos
que sustentam a progressdo da doenca e impede o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas direcionadas. Assim, investigar o papel dos canais i6nicos no cancer de ovario
é de extrema relevancia, pois pode contribuir para a identificacdo de novos alvos moleculares,
aprimorar o entendimento da biologia tumoral e, futuramente, auxiliar na criagéo de

estratégias mais eficazes de prevencéo e tratamento.
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Anélise Comparativa do Perfil de Proteinas Associadas
a Canais I6nicos em Linhagens Celulares Normais e
Tumorais de Ovario por SDS-PAGE

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a expressao diferencial de proteinas associadas a canais idnicos de potassio
em duas diferentes condicdes celulares, células normais e células tumorais de ovario, por
meio da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), com o intuito de
analisar alteracdes nos perfis proteicos e compreender o papel funcional desses canais na
biologia tumoral. O projeto busca elucidar como as atividades dos canais de potassio pode
influenciar processos fundamentais como a proliferacdo, migracgdo, invaséo e resisténcia ao
tratamento nas células tumorais de ovéario. O estudo propfe analisar e comparar as bandas
proteicas obtidas, buscando observar alteracfes no padrdo de expressao entre as amostras
celulares. A partir desses resultados, pretende-se levantar hipdteses sobre a participacao de
proteinas relacionadas aos canais de potassio no cancer de ovario, contribuindo para o
entendimento de suas possiveis implicagdes na biologia tumoral e fornecendo subsidios para
pesquisas posteriores voltadas a identificacdo de novos biomarcadores e potenciais alvos

terapéuticos.

3.2 Objetivos especificos
e Cultivar as duas linhagens celulares (CHO e OV-90) em condicdes controladas;
e Extrair e quantificar as proteinas totais de cada linhagem;
e Separar as proteinas por SDS-PAGE e analisar diferencas nos perfis de bandas;

e Associar evidéncias da presenca ou alteracdo na expressdo de canais idnicos.
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4 METODOLOGIA
4.1. Materiais
e Acrilamida;
e Agua destilada;
e Agua Mili-Q;
e Alcool 70%;
e Azul de Coomassie;
e Cuba;
e Estufa;
e Fonte de alimentacdo elétrica;
e Gel de poliacrilamida 10%;
e Linhagens celulares (OV-90 e CHO);
e Pente;
e Persulfato de amonio 10%;
e Pipetas automaticas;
e Ponteiras;
e Solucdo tampdo (PBS);
e TEMED;
e Tris-glicina (tampé&o);
e TrisHCI 0.5 M;
e TrisHCI 15 M;

e Vidro1l mm.

4.2. Métodos
Primeiramente foi realizada a cultura celular. A linhagem celular de cancer de ovario,
OV-90 (ATCC, CRL-3585™), foi gentilmente cedida pela professora Dra. Luciana Maria
Silva (Laboratorio de Cultivo Celular, Fundacéo Ezequiel Dias — FUNED). As células foram
cultivadas a uma mistura de 1:1 de meio MCDB 105 contendo uma concentracgéo final de 1,5

g/L de bicarbonato de sddio e Meio 199 contendo uma concentragdo final de 2,2g/L de
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bicarbonato de sddio, suplementado com 15% de soro fetal bovino (SFB), com 1% de
penicilina-estrepomicina, sendo mantidas em estufa a 37° C, com atmosfera imida a 5% de
CO,. Depois foi realizada a extracdo e quantificagdo das proteinas, onde as células foram
lavadas com solucdo tampdo (PBS) e lisadas com RIPA buffer contendo inibidores de

protease.

Figura 1: Higienizagéo dos materiais que seriam utilizados na eletroforese

T NOSNORS \ ¥:

Fonte: autoral

Apos centrifugacédo, o sobrenadante contendo proteinas foi coletado. A concentragao
foi determinada pelo método de Lowry. Ap0s essa preparacdo, foi realizada a técnica da
eletroforese (Anexo 1) de proteinas que € uma técnica laboratorial amplamente utilizada para
separar proteinas com base no tamanho e peso molecular. Para otimizar a separacgdo, utilizou-
se um gel de concentracdo, que concentra as proteinas em uma camada fina antes da
migracdo, garantindo bandas mais nitidas, sequido de um gel de separacdo, que permite
diferenciar as proteinas de acordo com seu tamanho molecular. Essa estrutura funciona como
uma “peneira molecular”, dificultando a passagem das proteinas maiores e permitindo maior

mobilidade as menores.
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Figura 2: Preparo do gel de poliacrilamida

Fonte: autoral

Em seu estado nativo, as proteinas apresentam cargas elétricas variadas, o que
influencia sua migracdo em direcdo ao ponto isoelétrico. No entanto, para tornar a separacao
mais eficiente e padronizada, as proteinas geralmente sdo desnaturadas com o uso de SDS
(dodecil sulfato de sodio), um detergente anidnico que reveste as proteinas e confere a elas
uma carga negativa uniforme, independentemente de sua carga original ou estrutura
tridimensional. Dessa forma, ao serem submetidas a um campo elétrico, migram em direcéo
ao polo positivo, sendo separadas principalmente de acordo com seu peso molecular. Essa
abordagem, conhecida como SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel
Electrophoresis), € uma ferramenta fundamental na anélise proteica, permitindo a
caracterizacdo de perfis de expressdo, pureza e alteracdes estruturais em diversas condi¢des
experimentais. Vale ressaltar que no preparo do gel a concentracédo e a espessura do gel séo
de extrema importancia, uma vez que, se tem uma concentragdo mais ideal para visualizacéo

da proteina de interesse.
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Figura 3: Corrida do gel de poliacrilamida

Fonte: autoral

Por fim, o gel serd corado com azul de Coomassie, permitindo a visualizacdo das
bandas proteicas resultantes. Os perfis proteicos das linhagens celulares serdo analisados
comparativamente com base na intensidade, no niumero e no padrdo das bandas observadas.
Diferencas entre os grupos poderdo indicar alteracGes na expressao proteica, com atencao
especial para bandas localizadas na faixa de peso molecular estimada para canais id6nicos de

potassio, entre 40 e 100 kDa.

Figura 4: Descoloracdo do gel para visualiza¢do das bandas

Fonte: autoral.
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5 RESULTADOS OBTIDOS

A anélise das amostras por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE),
permitiu observar diferencas no perfil proteico entre as linhagens celulares normal (CHO) e
tumoral (OV-90). Considerando que as proteinas associadas aos canais de K* dependentes
de voltagem sdo o alvo do nosso estudo e que tais proteinas apresentam peso molecular entre
50 e 75 kDa, as bandas correspondentes a essa faixa foram analisadas com maior atengéo.

Figura: Resultado da eletroforese.
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Fonte: autoral.

Ao comparar os perfis das linhagens celulares dentro dessa faixa, observamos que
OV-90 apresentam bandas maiores e mais escuras entre 50 e 75 kDa em todas as
concentracdes analisadas (5, 10, 15 e 20 pg), em comparacdo com o perfil das amostras
controle. E possivel visualizar uma pequena diferenca no perfil de banda nas concentracdes
iniciais, tornando mais evidente com o0 aumento das concentracgdes, indicando uma expressao
diferencial dessas proteinas na célula tumoral em relacédo a célula controle.

Nas maiores concentracdes (15 e 20 ug), as bandas em torno de 60 kDa se destacam
especialmente na linhagem OV-90, sugerindo uma maior expressdo de proteinas
possivelmente associadas aos canais de potassio dependentes de voltagem. Em contraste, nas
amostras controle, a mesma regido apresenta bandas menos intensas, mesmo em
concentragdes maiores. Essa diferenca de intensidade sugere uma variagdo na expressdo
dessas proteinas associadas aos canais de K* dependentes de voltagem entre as duas

linhagens.
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No entanto, essa associagdo ainda ndo pode ser confirmada apenas pela SDS-PAGE,
uma vez que a técnica realiza a separacdo das proteinas com base exclusivamente em seu
tamanho molecular, sem permitir a identificacdo especifica de cada uma delas. Assim,
embora a diferenca na intensidade das bandas possa indicar uma variagdo na expressao de
proteinas associadas aos canais de K* dependentes de voltagem, a confirmacdo dessa
hipGtese requer a aplicacdo de metodos complementares de maior especificidade. A
utilizacdo de abordagens adicionais permitiria verificar se as bandas observadas
correspondem, de fato, a proteinas relacionadas aos canais de potassio e, consequentemente,
esclarecer seu possivel envolvimento nos mecanismos celulares associados ao cancer.

Além disso, também foi possivel visualizar outras bandas em diferentes intervalos de
peso molecular ao longo da eletroforese. Essas bandas, embora ndo estejam diretamente
relacionadas ao alvo principal do estudo, podem representar outras proteinas envolvidas em
processos celulares importantes que contribuem para o comportamento das linhagens
analisadas. Embora o foco deste trabalho esteja nas proteinas associadas aos canais de
potéssio, os demais padrdes de expressdo observados também revelam resultados relevantes,
gue ndo podem ser descartados e que podem apontar para outros mecanismos envolvidos na
biologia tumoral.

Vale ressaltar que durante a execugdo da metodologia, algumas dificuldades foram
enfrentadas, resultando em tentativas ndo bem-sucedidas. Entre os principais desafios,
destacaram-se erros de pipetagem e a quebra do gel, especialmente devido a sua espessura
reduzida de 1 mm, que o torna mais fragil e suscetivel a danos durante 0 manuseio. Outro
fator que comprometeu o processo foi a polimerizacdo extremamente rapida do gel. Apos a
adicdo dos dois ultimos reagentes (persulfato de aménio e TEMED), a reacdo de
polimerizacdo se inicia quase imediatamente. Essa rapida solidificacdo exige agilidade na
transferéncia da solugdo para o interior das placas de vidro. Quando esse passo ndo é
realizado com a devida rapidez e precisdo, o gel pode comecar a solidificar fora das placas,
tornando impossivel sua adequada insercdo e, consequentemente, inviabilizando sua
utilizacdo na eletroforese. Essas dificuldades reforcam a importancia da padronizagéo e da
pratica prévia da técnica, além de um planejamento rigoroso de cada etapa, para garantir a

reprodutibilidade e o sucesso experimental.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo permitiu analisar de forma comparativa o perfil proteico de células
normais (CHO) e tumorais de ovario (OV-90) por meio da técnica de SDS-PAGE, com foco
na faixa de peso molecular correspondente aos canais idnicos dependentes de voltagem (50—
75 kDa). Os resultados obtidos demonstraram diferencas claras na intensidade e padréo das
bandas entre as duas linhagens, indicando uma maior expressao de proteinas nessa faixa em
células tumorais em comparacdo com celulas normais. Esse achado sugere que a expressao
de proteinas potencialmente associadas a canais de potassio pode estar aumentada em células
de céncer de ovério, corroborando a literatura que associa canais idnicos a agressividade e a
progressdo tumoral. Apesar das dificuldades técnicas enfrentadas, como quebra do gel e
rapida polimerizacéo, as solucdes aplicadas garantiram a obtencao de resultados consistentes.
A técnica SDS-PAGE néo permite a identificacdo direta das proteinas presentes, entretanto,
os perfis observados fornecem indicios importantes para pesquisas futuras sobre a expressdo

de canais de potassio e sua relevancia funcional em células neoplésicas.
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ANEXO 1 — Protocolo Eletroforese

1) Limpar, com o auxilio de uma gaze e alcool 70%, as placas de vidro para eletroforese.
2) Montar o sistema de eletroforese para preparacéo do gel de SDS.
3) Preparar 0 GEL DE SEPARACAO e, com o auxilio de uma pipeta automatica, transferir

0 mesmo para as placas de vidro.

Gel de separagdo (volume para 2 géis - 12 mL)

5% 7.5% 10% 12% X % (15mL)
Acrilamida 30% [2.0 mL 3.0 mL 4.0 mL 4.8 mL 0.5 x X mL
TrisHCI1.5M  [3.0mL 3.0 mL 3.0 mL 3.0 mL 3.75 mL
SDS 10% 120 pl 120 ul 120 pl 120 pl 150 pl
Agua Mili-Q 6.8 mL 5.8 mL 4.8 mL 4.0 mL 11.03 - (0,5 x X)
mL
Persulfato de[75 pl 75 ul 75 pl 75 pl 75 ul
amonio 10%
TEMED 7.5 ul 7.5 ul 7.5 ul 7.5 ul 7.5 ul

4) Caso seja necessario, aplicar um pouco de agua onde houver a formacéo de bolhas.

5) Aguardar a polimerizacdo do gel (de 15 a 25 minutos).

6) Com o auxilio de um papel filtro, remover o excesso de agua.

7) Preparar o GEL DE CONCENTRACAO e, com o auxilio de uma pipeta automatica,

transferir o mesmo para as placas de vidro.
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Gel de concentracdo (volume para 4 géis - 10mL):

Reagentes 4%
Acrilamida 30% 1.33mL
TrisHCI 0.5M 2.52 mL
SDS 10% 100 pl
Agua Mili-Q 6.0 mL
Persulfato de aménio 10% 75 ul
TEMED 7.5ul

8) Posicionar o pente de canaletas no vidro.

9) Aguardar a polimerizacao do gel (cerca de 20 minutos).

10) Remover os pentes e transferir as placas para a cuba de eletroforese.

11) Adicionar o TAMPAO DE CORRIDA no interior da cuba de eletroforese, atingindo o

volume indicado na mesma para 2 ou 4 géis.

Tampao de corrida:
100 mL Tris-Glicina 10X

10 mL SDS 10% Volume final = 1L 890 mL Agua
Mili-Q

12) Preparar as AMOSTRAS e TAMPAO DE AMOSTRA.
OBS: O mercaptoetanol deve ser adicionado no momento do preparo das amostras; por esse
motivo, adicionar 50 pL do mesmo para cada aliquota de 1 mL. A amostra ¢ adicionada ao

tampé&o de amostra na proporcdo 1:3 (50 uL tampdo + 100 uL. amostra).

Tampé&o de amostra:

500 pl Glicerol

2 mL SDS 10% Volume final = 10 mL (ajustar pH
=400 pl Azul de Bromofenol 2 % 6,8; completar volume com &gua
2.5mL Tris-HCI 0.5M mili-Q)
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13) Deixar as amostras aquecendo em banho-maria & 50°C por 10 minutos.

14) Pipetar as amostras e o tampao de amostra dentro das respectivas canaletas (aten¢do ao
volume maximo de cada canaleta).

15) Correr 0 gel em temperatura ambiente (120 min - 120V - 0,40 A).
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