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CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA :
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Ata da Sessdo Pablica da Defesa de Dissertagio de Mestrado
da discente Yasmim Vieira Silva, candidata so Titulo de
Mestre em Biologia Celular ¢ Molecular - Area de
Concentragdo em Biologia Celular ¢ Molecular.

Aos vinte ¢ seis dias do més de abril de dois mil ¢ vinte ¢ quatro, ds dez horas, reuniram-se,
no Auditdrio do Departamento de Biologia Molecular - CCEN/UFPB, os membros da Banca
Examinadora, composta pelos Professores Doutores: Glaucia Verissimo Faheina Martins
(Orientador / Presidente), Davi Felipe Farias (Examinador interno) ¢ Demetrius Antdnio
Machado de Araujo (Examinador externo) constituida para examinar a candidata Yasmim
Vieira Silva ao grau de Mestre em Biologia Celular ¢ Molecular, drea de concentragdo em
Biologia Celular ¢ Molecular. Iniciando a sessiio, na qualidade de Presidente, a Professora
Glaucia Verissimo Faheina Martins comunicou aos presentes a finalidade da reunido. A
seguir, concedeu a palavra para que a candidata fizesse, oralmente, a exposigdo do trabalho
intitulado  “"EXPRESSAO DO CANAL KV10.I EM PACIENTES COM CANCER
COLORRETAL: IMPLICACOES DIAGNOSTICAS E TERAPEUTICAS"., Concluida a
exposicdo, a candidata foi arguida pela Banca Examinadora, que avaliou, julgou e proferiu o
seguinte parecer: “aprovada”. Ao final da sessdo, a orientadora preencheu a Ficha de
Avaliagio ¢ emitiu o Relatorio Final, para serem encaminhados ao Colegiado deste Programa
para homologacdo. E, para constar, eu, Maria do Socorro de Oliveira Souza, Assistente em
Administracio, responsével pela Secretaria do Programa, lavrei a presente ata, que assino
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SILVA, Y. V. Expressdo do Canal K,10.1 em Pacientes com Cancer Colorretal: ImplicacGes
Diagnosticas e Terapéuticas

Resumo

O céncer colorretal é um dos tipos mais comuns de cancer globalmente, com 45.630
novos casos e 20.245 mortes no Brasil em 2023, atribuidos a fatores como exposicao a
agentes cancerigenos e envelhecimento populacional. Apesar de sua alta incidéncia,
pode ser tratado eficazmente se detectado precocemente, embora 0s métodos de
diagndstico atuais tenham limitacdes. Os canais de potassio dependentes de voltagem
(Kv) desempenham um papel crucial na regulagdo do ciclo celular e na progressao
tumoral. O K,10.1, por sua vez, é um canal de potassio restrito a alguns tipos de tecido
em condi¢des saudaveis, como o neuronal, mas foi documentado a presenca deste canal
em tecidos periféricos em pacientes diagnosticados com cancer colorretal, cancer de
mama, cervical e outros. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil de
expressao do gene para 0o Ky10 em amostras tumorais e saudaveis de pacientes com
cancer colorretal, e em linhagens celulares, correlacionando estes resultados aos dados
clinico-patologicos, além de avaliar in silico e in vitro a susceptibilidade do canal como
alvo para tratamento. Foram obtidas 27 amostras frescas de tecido tumoral e saudavel de
pacientes diagnosticados com CCR (> 18 anos) no Hospital Napoledo Laureano (HNL).
O projeto foi aprovado no CEP sob CAAE: 5.017.299. As linhagens tumorais utilizadas
foram HT-29, LoVo, HCT-116, K562 e HEK-293. A analise da expressdo génica
(RNAm) do K,10.1 foi realizada pela técnica da PCR em tempo real, usando o gene
normalizador GAPDH e o corante SYBR Green. Nossos dados demonstraram que
houve maior expressdo do Ky10.1 nas amostras tumorais, quando comparado ao tecido
saudavel adjacente do mesmo paciente (p=0.0282) pelo Teste de Mann-Whitney. A
expressdo do gene do K,10.1 mostrou estar correlacionada com a idade, sendo mais
expresso em pacientes abaixo dos 60 anos (p=0.0112), com a localizag¢do, sendo mais
expresso em tumores localizados no lado esquerdo (p=0.0173), com o tamanho do
tumor, sendo mais expresso em tumores menores que 5cm (p=0.0343), e 0 com o
estagio inicial (I/11) (p=0.0078). O canal K,10.1 foi submetido ao estudo de docking
molecular, utilizando os compostos A398 e 5-Fluororacil, como ligantes. Os compostos
demonstraram valores de energia de ligacdo negativos, para o A398 (-9,59 Kcal/mol),
demonstrando melhor interacdo com o K,10.1, quando comparado ao 5-FU (-4,05
Kcal/mol), farmaco utilizado na clinica para o tratamento do CCR. No ensaio de MTT,
0 composto A398 inibiu significativamente a viabilidade de células HCT-116, com Clso
de 18,24uM em 24h e 9,87uM em 72h. J& o 5-FU mostrou inibi¢do significativa
somente apos 72h, com Clso de 14,85uM, evidenciando a dependéncia de tempo e
concentracdo para sua eficacia. Diante disso, € possivel observar bom potencial de uso
do Ky10.1 como biomarcador para diagnostico de CCR, enquanto a abordagem para seu
uso como alvo terapéutico deve ser melhor investigado.

Palavras-chave: Cancer colorretal; Ky10.1; Eagl; clinico-patoldgico; viabilidade
celular.



SILVA, Y. V. K,10.1 Expression in Colorectal Cancer Patients: Diagnostic and Therapeutic
Implications

Abstract

Colorectal cancer is one of the most common types of cancer globally, with 45,630 new
cases and 20,245 deaths in Brazil in 2023, attributed to factors such as exposure to
carcinogens and population aging. Despite its high incidence, it can be effectively
treated if detected early, although current diagnostic methods have limitations. VVoltage-
gated potassium channels (Kv) play a crucial role in cell cycle regulation and tumor
progression. Kv10.1, in turn, is a potassium channel restricted to some types of tissue
under healthy conditions, such as neuronal tissue, but its presence has been documented
in peripheral tissues in patients diagnosed with colorectal cancer, breast cancer, cervical
cancer, and others. Thus, the aim of this study was to evaluate the gene expression
profile for Kv10.1 in tumor and healthy samples from patients with colorectal cancer, as
well as in cell lines, correlating these results with clinicopathological data, and
evaluating in silico and in vitro cell viability the susceptibility of the channel as a
treatment target. Twenty-seven fresh tissue samples were obtained from tumor and
healthy tissue of patients diagnosed with CRC (> 18 years old) at Napoledo Laureano
Hospital (HNL). The project was approved by the Research Ethics Committee under the
registration CAAE: 5.017.299. The tumor cell lines used were HT-29, LoVo, HCT-116,
K562, and HEK-293. Gene expression analysis (mMRNA) of Kv10.1 was performed
using real-time PCR technique, using the GAPDH normalization gene and SYBR Green
dye. Our data showed that there was higher expression of Kv10.1 in tumor samples
compared to adjacent healthy tissue from the same patient (p=0.0282) by Mann-
Whitney Test. Kv10.1 gene expression was found to be correlated with age, being more
expressed in patients under 60 years old (p=0.0112), with location, being more
expressed in tumors located on the left side (p=0.0173), with tumor size, being more
expressed in tumors smaller than 5cm (p=0.0343), and with early stage (I/Il)
(p=0.0078). The Kv10.1 channel underwent molecular docking study using compounds
A398 and 5-Fluorouracil (5-FU) as ligands. The compounds demonstrated negative
binding energy values, with A398 (-9.59 Kcal/mol) showing better interaction with
Kv10.1 compared to 5-FU (-4.05 Kcal/mol), a drug used clinically for CRC treatment.
In the MTT assay, compound A398 significantly inhibited the viability of HCT-116
cells, with IC50 of 18.24uM at 24h and 9.87uM at 72h. On the other hand, 5-FU
showed significant inhibition only after 72h, with IC50 of 14.85uM, indicating time and
concentration dependence for its efficacy. Therefore, it is possible to observe good
potential for using Kv10.1 as a biomarker for CRC diagnosis, while the approach for its
use as a therapeutic target should be better investigated.

Keywords: Colorectal cancer; Kv10.1; Eagl; clinic pathological; cell viability.
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1 INTRODUCAO

O cancer é a nomenclatura para um conjunto de mais de 100 doencas que
compartilnam a caracteristica de crescimento desordenado de células com capacidade de
disseminar-se para outros tecidos e 6rgaos (INCA, 2022). O céancer colorretal, objeto de
estudo desta pesquisa, apresenta tumores que iniciam na porcao terminal do intestino grosso,
de 15 a 12cm antes do anus, tendo a segunda maior incidéncia a nivel mundial para homens e
mulheres. No Brasil, contou com 45.630 novos casos em 2023, e 20.245 mortes relacionadas.
O aumento da incidéncia de neoplasias na populacdo pode estar relacionado ao aumento da
exposicdo a fatores cancerigenos, envelhecimento populacional, o aprimoramento de
tecnologias para diagnostico e pode estar associado ao maior uso de antibioticos e alteracdo
da microbiota intestinal (Batista; Mattos; Silva, 2015; INCA, 2022).

Apesar de o cancer colorretal ter uma alta incidéncia, principalmente em pessoas entre
50 e 70 anos, inicialmente apresenta um crescimento lento e é facilmente tratado se
diagnosticado precocemente, porém, os métodos de diagndstico atuais possuem algumas
limitacGes: sdo pouco sensiveis, como € o caso do teste de sangue oculto nas fezes, podem ser
operador-dependentes e alguns sdo invasivos, a exemplo da sigmoidoscopia flexivel e a

colonoscopia total, respectivamente (Medeiros et al., 2018).

O trato gastrointestinal realiza diversas fun¢Ges importantes no nosso organismo, pois
serve de barreira fisica contra agentes tdxicos, separando-os, excretando-os e realizando a
absorcdo de nutrientes. Estas fungdes cruciais para o crescimento, desenvolvimento e
sobrevivéncia dos organismos requer grandes quantidade de agua, ions e nutrientes que
ultrapassam as camadas epiteliais do intestino e atingem outros 6rgdos e tecidos. Dessa forma,
para que estas funcbes acontecam, é necessario que as células envolvidas nestes processos
sejam capazes de transportar essas moléculas através dos canais ibnicos, transportadores e
bombas ibnicas (Anderson; Cormier; Scott, 2019). Os canais de potassio tém um papel-chave
durante estes processos pois permite o fluxo de ions K*, alterando o potencial de membrana,
podendo também alterar o volume da célula e modulacdo fisiol6gica nas concentracdes
internas de K*, o que repercute na progressdo do ciclo celular e nos processos de proliferacdo
e apoptose (Bachmann et al., 2020). Diante disso, pela sua variedade de propriedades
funcionais, os canais de potassio dependentes de voltagem podem ser distribuidos em quatro

grandes grupos, e dentre estes, 0s “canais retificadores retardados” possuem um certo atraso



para abertura ap0Os a despolarizacdo, e € o grupo onde o canal Kv10.1 faz parte (Serrano-
Novillo et al., 2019).

A tumorigénese é um processo composto por mdltiplos passos, os quais refletem
alteracOes genéticas que surgem tanto da ativacdo de proto-oncogenes (0s quais controlam os
processos de crescimento, divisdo e sobrevivéncia celular) em oncogenes (formas alteradas
dos proto-oncogenes) quanto de mutagdes que levam a perda da funcdo e/ou inativacdo dos
genes supressores tumorais, relacionados com o controle do crescimento celular desregulado e
a ativacao de vias de reparo do DNA (&cido desoxirribonucléico). Mecanismos epigenéticos
também estdo associados para a alteracdo da expressdo destes genes (Lee; Muller, 2010;
Santarius et al., 2010).

Anderson, Cormier e Scott (2019) apresentaram a relacdo de alguns canais de potassio
dependentes de voltagem (Kv) no desenvolvimento de alguns tipos de céncer no trato
gastrointestinal, bem como o papel desenvolvido quando a expressdo do canal se encontra
alterada. O gene KCNAS5 (Kv1.5) esta associado ao cancer de estdmago e colorretal, atuando
Ccomo oncogene superexpresso em ambos 0s casos e alterando a resisténcia a drogas. O
KCNH2 (Kv11.1) estd associado ao cancer colorretal, pancreatico, de eséfago e estdmago,
atuando como oncogene superexpresso e tendo atividade de angiogénese, migracao, invasao e
um prognostico nao favoravel. No caso no KCNAS3 (Kv1.3), o canal esta associado ao cancer
pancreatico, onde encontra-se infrarregulado, pois possui papel de supressdo de tumor, e
também € associado ao cancer colorretal, sem papel definido, mas geralmente encontra-se
superexpresso e hipermetilado (Gould; Paul, 2022). Dessa forma, o cancer tem sido descrito
como uma canalopatia (Gould; Paul, 2022), o que indica que disfuncdes nos canais ibnicos

nas células se sobressaem aos hallmarks do cancer descritos por Hanahan e Weinberg (2011).

O Kv10.1 por sua vez, faz parte de um grupo de canais de potassio dependentes de
voltagem conhecido como os canais “ether & go-go” (hEAG), e é um retificador interno. E
normalmente expresso em tecidos neuronais saudaveis, mas é amplamente documentada uma
participacdo significativa no desenvolvimento de alguns tipos de cancer de diferentes origens,
incluindo cancer de mama, colon, osteosarcomas, glioblastomas e outros. Além disso, a alta
expressdo de Kv10.1 é relacionada a um melhor desenvolvimento do tumor por estimular
vascularizacdo e impedir condicGes de hipoxia. A superexpressao desse canal esta presente
em aproximadamente 70% das bidpsias tumorais humanas (Serrano-Novillo et al., 2019;
Bachmann et al., 2020).



Diante da importancia que o canal idonico tem na regulacdo de sobrevivéncia e
proliferacdo das células tumorais e ndo tumorais, este estudo objetiva melhorar a compreensdo
da agressividade do tumor na presenca do gene KCNH1 (Kv10.1) e relacionar aos dados
clinico-patoldgicos mediante a selecdo de pacientes, buscando contribuir com o diagndstico e

tratamento dos individuos diagnosticados com o adenocarcinoma colorretal.



2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CANCER

O desenvolvimento dos diversos tipos de cancer € um processo multifatorial com
diversas etapas que acontecem paulatinamente (Botelho; Teixeira; Oliveira, 2014). O risco de
desenvolvimento da doenca € influenciado por fatores genéticos e intrinsecos como idade,
sistema imune, dieta e desbalancos hormonais, e também influenciado por fatores extrinsecos
ou ambientais como polui¢do, o habito de fazer exercicios, fumar, beber alcool, a presenca de
infeccbes sexualmente transmissiveis (IST), sindrome ou doenca pré-existente e estresse. No
entanto, ndo é possivel afirmar qual a magnitude da importancia de um desses fatores no
desenvolvimento da doenca em um determinado individuo, ou seja, afirmar qual a causa

especifica (Botelho; Teixeira; Oliveira, 2014; Loomans-Kropp; Umar, 2018).

Algumas caracteristicas moleculares que séo intrinsecas ao cancer foram estabelecidas
e apresentadas por Hanahan e Weinberg (2011), como a sinalizagdo continua de proliferacgéo,
evasdo de supressores tumorais, ativacdo de invasdo tecidual e metéstase, potencial de
replicacdo ilimitado, angiogénese e driblagem de mecanismos de apoptose. Também foi
observado, alem do que foi apresentado por Hanahan e Weinberg, uma intensa e presente
instabilidade genémica, alteracdes epigenéticas, construcdo de microambiente tumoral (MAT)
e alteracdo na expressdo génica de canais ionicos, inclusive caracterizando o cancer como

uma canalopatia (Macheret; Halazonetis, 2015; Figueiredo, 2019; Gould; Paul, 2022).

Geneticamente, o processo de tumorigénese se da pela ativacdo de proto-oncogenes e
inativacao de genes supressores tumorais, alem de alteragdes epigenéticas que podem alterar a
expressdo de proteinas, seja por infra ou superexpressdo, e mecanismos genéticos de morte
celular, como falha no reparo do DNA (Botelho; Teixeira; Oliveira, 2014). Os oncogenes sao
uma classe de genes que sofreram algum tipo de mutacdo que promove o desenvolvimento do
cancer, e podem ser ativados por diversos mecanismos diferentes, enquanto 0s supressores
tumorais sdo genes antagonistas aos oncogenes que impedem a progressdao do cancer
(Macheret; Halazonetis, 2015). A proteina p53, por exemplo, € um agente supressor tumoral
que atua no ciclo celular inibindo o processo de oncogénese, e a mutacdo no gene da proteina
(TP53) é grande determinante para o inicio da sequéncia adenoma-carcinoma (Lu et al.,
2017). Neste contexto, uma das primeiras familias de proto-oncogenes a serem identificadas
foi a familia RAS, a qual contém as proteinas KRAS, NRAS e HRAS associadas a proteina

G, responsaveis pela ativagdo das vias extrinsecas das cinases 1/2 (ERK1/2) e a cascata de



ativacdo do fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K), promovendo o crescimento celular, entrada no
ciclo celular e sobrevivéncia da célula em condigdes normais. No cancer, essas proteinas estao
superexpressas, configurando as células as caracteristicas classicas de uma célula tumoral, isto
é, capacidade de crescimento e proliferacdo ilimitados e evasdo dos mecanismos de apoptose
(Nyga et. al, 2023).

Outra via de sinalizagdo amplamente discutida e estudada € a via Hedgehog (Hh),
muito conservada evolutivamente na transmissdo de sinais da membrana celular até o nicleo,
e normalmente estd associada ao desenvolvimento embrionario de invertebrados e
vertebrados, além do processo de cicatrizacdo de feridas. No céncer, por sua vez, esta via
pode estar ativada tanto em estagios iniciais como em estagios mais avancados de metastase, e

em alguns tipos, estar associado a invasao tecidual (Skoda et. al, 2018).

Segundo o grupo de Souza et. al (2014), as vias de sinalizacdo mais ativas na
regulacdo da progress@o do cancer colorretal sdo: Wnt/ p-catenina, a qual apresenta interacoes
exacerbadas pela superexpressdao da proteina [-catenina com fatores de crescimento,
promovendo a transformacdo de células do epitélio intestinal em células com proliferacéo
exacerbada; a via KRAS, que também aumenta a proliferacdo celular pela constante
fosforilacdo da via ERK1/2 e causando a intensa expressao da ciclina D1, necessaria para o
andamento do ciclo celular e sobrevivénvia pela ativacdo da via PI3K; e a via Rho GTPase,
também ativada pela superexpressdao de KRAS e associada a reorganizacdo do esqueleto de

actina, culminando no processo de migracgéo celular.

2.2 CANCER COLORRETAL
2.2.1 Epidemiologia

Segundo o INCA (Instituto Nacional de Cancer), a incidéncia estimada s6 em 2023 de
cancer colorretal, conforme a localizacdo primaria do tumor, para homens foi de 21.970 novos
casos (9,2% ao total) e de 23.660 (9,7%) para mulheres no Brasil, ambos ocupando o segundo
lugar de maior incidéncia para ambos os sexos, estando atras de cancer de préstata (30%) e
cancer de mama (30,1%), para homens e mulheres, respectivamente. A estimativa total em
2023 do cancer colorretal em Jodo Pessoa na Paraiba (PB - Brasil) para homens e mulheres
foi em média de 130 novos casos a cada 100 mil habitantes, sendo 60 para homens e 70 para
mulheres conforme mostra a Figura 1. Para o triénio 2023-2025, a estimativa do cancer

colorretal é 45.630 casos para cada ano, 21,10 casos por 100 mil habitantes.



Figura 1. Estimativas em 2023 da incidéncia por 100 mil habitantes

Homens Mulheres Total
Localizacdo Primaria
Neoplasia Maligna Taxa Taxa Taxa Taxa Taxa Taxa
Casos . Casos i Casos i
Bruta Ajustada Bruta Ajustada Bruta Ajustada

Mama Feminina - - - 210 50,50 4455 210 50,50 44,55
Prostata 290 7943 9940 = = = 290 7943 99,40
Célon e Reto 60 16,90 15,86 70 17.86 1196 130 1741 1350
Traqueia, Bronquio e Pulmao 60 16.72 14,64 60 1371 10,69 120 1512 11.69
Estémago 40 1112 10,58 30 811 577 70 952 770
Colo do Utero - - - 60 14,03 10,55 60 14,03 10,55
Glandula Tirecide - 257 247 100 24,56 1717 110 14,29 10,43

Fonte: INCA (2023). Estimativas em 2023 da incidéncia por 100 mil habitantes e 0 nimero de novos casos de
cancer colorretal por sexo e localizacdo primaria em Jodo Pessoa, Paraiba

Esse dado é interessante pois, ainda segundo o INCA, para cada ano do triénio de
2020-2022, a estimativa no Brasil era de 20.520 casos para homens e 20.470 para mulheres, o
que representa um aumento deste tipo de céncer de 7.06% para homens e 15,58% para

mulheres somente em 2023.

No que tange a mortalidade, em 2021 o céancer colorretal foi responsavel por 10.662
Obitos de homens e (8,8% dentre todas as neoplasias), e 10.598 6bitos de mulheres (9,6%),

conforme a localizacao priméaria (INCA, 2023).

2.2.2 Caracterizacao e Fisiopatologia

O cancer colorretal pode ser dividido, epidemiologicamente, em trés tipos: esporadico,
familiar e hereditario. Um estudo feito por Tian et. al (2023) relatou que a maioria dos casos
(entre 60-80%) é do tipo esporadico, isto é, sem qualquer relacio com familia ou
predisposicdo hereditaria. 1sso nos leva a crer que o processo de carcinogénese neste orgao é
principalmente devido ao processo de envelhecimento, a exposicdo a agentes cancerigenos e
fatores ambientais, que promovem o desenvolvimento da doenca. Todos os tipos de cancer
podem desenvolver-se pelas diversas vias diferentes de carcinogénese descrita para o cancer

colorretal, por isto € uma doenca considerada heterogénea (Tian et al., 2023).



Dessa forma, é preciso compreender brevemente a anatomia do intestino para que
possamos entender as fungbes exercidas por cada regido, entendendo como e onde se da a
formacdo do céncer colorretal. O intestino é um grande érgdo que exerce fungdes distintas,
dividido em duas grandes partes: o intestino delgado e o intestino grosso. O intestino delgado
é subdividido no duodeno (subdividido em quatro partes), jejuno e ileo, juntos sendo
responsaveis pela absorcéo de nutrientes, dgua, vitaminas e eletrolitos (Volk; Lacy, 2017). Ja
0 intestino grosso é mais curto e é subdividido em ceco, apéndice, célon ascendente, colon
transverso, colon descendente, c6lon sigmoide, reto e anus. Esta por¢do intestinal tem por
funcdo a absor¢do de agua e eletrolitos e a formacéo e eliminagdo das fezes, e € a localizagdo

onde o cancer colorretal é caracterizado (Wozniak et al., 2019).

O cancer colorretal inicia-se com lesdes que a principio ndo sdo malignas. Os tumores
colorretais sdo caracteristicos por serem heterogéneos (terem um perfil de expresséo
diferenciado), mas algumas sequéncias de eventos devem acontecer para que 0 cancer em Si
se desenvolva. As lesdes precursoras (geralmente formagbes de polipos), que podem ser
caracterizados como “adenomas tubulares tradicionais” ou “adenomas serrados” seguem a
sequéncia adenoma-carcinoma (Nguyen; Goel; Chung, 2020). A principio, os adenomas sao
formados quando mecanismos de reparo de DNA e proliferacdo estdo alterados em algumas
células, e assim, em uma situacdo de renovacdo celular no epitélio intestinal vdo se
acumulando diversas células mutantes, onde o processo de diferenciacdo terminal e apoptose
sdo interrompidos e alguns polipos sdo formados, podendo crescer de tamanho ao longo do
tempo (Nguyen; Goel; Chung, 2020). Existem diversos mecanismos e Vvias de
desenvolvimento do céncer, mas é importante salientar que ndo séo todos os adenomas que
irdo tornar-se malignos, pois, para isso, € preciso que alguns eventos moleculares especificos

ocorram.

A progressdo do tumor é observada de acordo com o estagio em que este se encontra.
Na Figura 2 podemos observar superficialmente como é estabelecido: o estagio Tis (tumor in
situ) indica que o cancer estd desenvolvendo-se apenas na mucosa intestinal apenas; dos
estagios T1-T3 ha um avanco de células cancerosas nas outras camadas teciduais (submucosa,
muscularis e subserosa); o estagio T4 reflete um estdgio de metastase com invasdo a outro

tecidos e orgdos (Tian et al., 2023).






Figura 2. Desenvolvimento de um tumor de cancer colorretal

Cancer invasivo
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Fonte: Tian et al. (2023); adaptacdo e traducdo pelo autor (2024). O grau TNM é considerado a partir do Tis até
o0 nivel T4, onde h4 metastase.

A resposta do paciente ao tratamento e 0 prognéstico no cancer colorretal depende de
algumas caracteristicas moleculares e da localizacdo primaria do tumor. A localizacéo inicial
pode ser dividia em: Tumores do Lado Direito (originados no ceco, apéndice, colon
ascendente ou colon transverso) e Tumores do Lado Esquerdo (célon descendente, célon
sigmoide, reto e anus), os quais tém definicio embrioldgica (Gallois et al., 2018). E
documentado que pacientes com tumores originados no Lado Direito sdo mais velhos, com
prevaléncia em pacientes do sexo feminino, os quais apresentam um pior progndstico além de
apresentarem sangramento gastrointestinal e anemia. Por sua vez, 0s pacientes que possuem
tumores no Lado Esquerdo sdo mais jovens, manifestam cdlicas abdominais, obstrucdo
intestinal e mudancas nos habitos intestinais (Waldstein et al., 2023). Além disso, o0 CCR
direito tem mais probabilidade de ser exofitico (externo), dipléide e com histologia mucinosa,
enquanto o CCR esquerdo tem mais probabilidade de apresentar les6es infiltrativas e serem

aneuploides (Bustamante-Lopez et al., 2019).
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As diferengas moleculares entre os tumores com localizagdo priméria diferenciada nos

ajudam a compreender o por que esta divisdo de conceitos e aspectos é importante durante o

estudo do caso do paciente para escolha da melhor abordagem de tratamento. As primeiras

mutacdes a ocorrerem geralmente sdo no gene APC (“Adenomatous Polyposis Coli”), que é

um supressor tumoral, e nos oncogenes BRAF e KRAS o0s quais dao progressdo a vias de

desenvolvimento do cancer e levam a mutacdes em diversos outros genes, como TP53

(Nguyen; Goel; Chung, 2020; Sullivan; Noujaim; Roper, 2022). Além disso, algumas

caracteristicas presentes no cancer podem levar a essas mutacdes ou sdo desenvolvidas apds a

mutacdo, como neoplasia serrada, instabilidade cromossomal e instabilidade de

microssatélites (Nguyen; Goel; Chung, 2020). A Figura 3 mostra a ativacdo da via Wnt pela

mutacdo no gene APC, ou mutacdo no gene BRAF, a qual pode levar a instabilidade de

microssatelite (MSI), sendo estavel (MSS) ou hipermutado (MSI-H) (Sullivan; Noujaim;
Roper, 2022).

“MSI pathway”

Figura 3. Vias de ativacdo da carcinogénese colorretal

Hypermutated § Non-hypermutated
“CIN pathway”
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dysregulation g -
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BRAF WT >n
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syndrome tumors) .
<  (Cmsa) :
T ; DNA MMR :
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= ML / pathway") « EMT activation (
gene v
methylation .

Fonte: Sullian; Noujaim; Roper (2022). Vias ativadas apds a mutacdo no gene APC, levando aos
fendtipos hipermutados ou ndo-hipermutados e diferentes resultados.

Alguns estudos mostraram que tumores originados no Lado Esquerdo tém uma

prevaléncia de mutacGes nos genes TP53 e APC, mediante alta instabilidade cromossémica,

além de mutacGes nos genes EGFR e amplificagdo de HER2. O CCR do Lado Direito

apresenta alta instabilidade de microssatélites, fenétipo metilador de ilhas CpG (CIMP) e mais
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mutacdes deletérias de RAS, BRAF e PIK3CA (Gallois et al., 2018; Tian et al., 2023). A
Figura 4 mostra os principais genes que estdo mutados e em qual regido estdo com mais

frequéncia localizados.

Figura 4. Perfil de expressdo de mutacdes em genes encontrados diferencialmente no lado
direito e esquerdo do CCR.

CCR Direito
CCR Esquerdo

®KRAS mutacdo
© RAS mutagio

e MSI
# BRAF mutacio

@ PIK3CA mutacdo
PTEN mutacao

«» RAS mutacdo
@ KRAS mutacao
@ PIK3CA mutacéo
@ APC mutacio
@ TP53 mutacao

® KRAS mutacio
# HER2 amplificagio
# APC mutacgéo
# TP53 mutacdo

Fonte: Gallois et al. (2018). No CCR Direito (ceco, apéndice, célon ascendente ou célon transverso) ha mais
mutagdes diferenciadas em PTEN, perfil MSI e BRAF. No CCR Esquerdo (célon descendente, célon sigmoide,
reto e anus), ha mais mutagdes em APC, TP53 e HER2.

Dessa forma, podemos afirmar que existem duas vias majoritarias para o0
desenvolvimento do CCR: a via adenoma-carcinoma e a via ligada ao adenoma serrilhado-

séssil, como foi apresentado na Figura 3 (Augusto et al., 2022).

2.2.3 Diagndstico, classificacdo e tratamento

De modo geral, o rastreio do CCR ¢é feito por trés exames: Pesquisa de Sangue Oculto
nas Fezes (PSOF), exames radioldgicos e exames endoscopicos; e estdo associados a préatica
clinica e dosagem sérica do antigeno carcinoembrionario (CEA) (Augusto et al., 2022).

Clinicamente, pacientes com CCR podem apresentar sangramento retal, anemia, dor
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abdominal e mudangas no habito intestinal, e a partir da anamnese do paciente é possivel

fazer as indicages clinicas de exames e investigacao.

O diagndstico primario do cancer geralmente é dado pela bidpsia realizada na
colonoscopia, podendo ser solicitado um exame de bidpsia no pulmé&o, linfonodos ou figado
para identificacdo de metastase, exceto se 0 paciente ja tiver sido diagnosticado em estagios
T1-T3 do CCR, apresentar lesdes no figado ou estiver fragilizado. Também sdo realizados
exames radiolégicos como tomografias computadorizadas com alto contraste do torax,
abddmen e pélvis para identificar lesbes benignas ou malignas metastaticas, estadiamento pré-

operatério e acompanhamento pds-operatdrio (Biller; Schrag, 2021; Augusto et al., 2022).

O estadiamento clinico é um processo preditor baseado no sistema TNM do
“American Joint Comittee on Cancer” (AJCC) realizado para determinar a extensao local e
regional das lesdes, para a avaliagdo terapéutica e margens cirargicas, sendo fundamental nos
periodos pré, intra e pos-operatdrio (Souza et al., 2018). O INCA (2004) trouxe um
documento descrevendo o sistema TNM, que tem papel internacional de classificacdo da
progressdo de todos os tipos de cancer, com 0s objetivos de ajudar no planejamento do
tratamento e dar alguma indicacdo de progndstico. Nesta classificacdo o T (TO, T1, T2, T3,
T4) representa a extensao do tumor primario, o N (NO, N1, N2, N3) representa a auséncia ou
presenca de metastase em linfonodos regionais, e 0 M (MO, M1) representa a presenca de
metéstase a distancia, o que ajuda a classificar clinicamente (CTNM) para o pré-operatdrio ou
patologicamente (pTNM) pds-operatorio seguindo algumas regras. A Tabela 1 mostra como
essas classificacbes podem ser aplicadas. Ainda, segundo o INCA (2004), para o cancer
colorretal, a avaliacdo das categorias deve ser feita mediante exame fisico, diagndstico por

imagem, endoscopia ou exploracdo cirurgica.
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Tabela 1. Estadiamento do cancer colorretal pela classificagio TNM

Tumor - 5 5
Metastase Metastase a

linfonodal regional distdncia

Estagio (penetracgdo
maxima)

0 Tis NO MO
I TlouT2 NO MO
I T3 NO MO

Qualquer T ou Qualquer N MO
! T4 NO MO
v Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: Manual MSD — Versdo para profissionais da sadde (2024). Tis = carcinoma in situ, T1 = tela
submucosa, T2 = tinica muscular; T3 = penetra todas as camadas (no cancer retal, inclui o tecido perirretal) e T4
= Orgdos adjacentes ou peritdnio; NO = nenhum, N1 = 1-3 linfonodos regionais, N2 = > 4 linfonodos regionais,
N3 = linfonodos apicais ou vasculares do tronco; MO = nenhum; M1 = presente.

Como ja foi explicitado, existem diferencas entre os sintomas apresentados no cancer
colorretal direito e esquerdo. E importante recapitular que no CCR direito apresenta
hemorragia digestiva baixa, ocorrendo em fases mais avangadas 0 comprometimento dos
vasos sanguineos da parede colbnica e ulceragdo tumoral com hematoquezia; o CCR esquerdo
apresenta um quadro obstrutivo (Augusto et al., 2022). Em nivel mundial, além da
colonoscopia total (CT), é realizado também a pesquisa de sangue oculto nas fezes para
rastreamento do CCR, o qual trata-se de um método ndo invasivo e econdmico, baseado na
reacdo de heme peroxidase, partindo do pressuposto que podem ocorrer sangramentos em
adenomas e carcinomas. Contudo, a PSOF possui limitagdes na sensibilidade, valor preditivo,
adesd@o do paciente por anos e especificidade (Medeiros et al., 2018; Augusto et al., 2022). A
colonoscopia, por sua vez, é realizada pelo Sistema Unico de Satde (SUS) desde novembro
de 2013, e ¢é feita por indicacdo clinica de doencas inflamatdrias intestinais, hemorragia
digestiva baixa, pélipos no célon, diarreia crénica, tumor maligno ou benigno no célon entre
outros. Augusto et al. (2022) fez um estudo observacional retrospectivo e analitico do impacto
do exame de CT antes e depois de ser introduzido no SUS e demonstrou que o nimero de
internacbes por CCR de 2008 a 2019 foi ascendente, crescendo 139,8%, e apresentou queda
estatisticamente significativa nas taxas de mortalidade, justamente pelo rastreamento precoce

na populacéo.

Geralmente, a sequéncia adenoma-carcinoma leva por volta de 10 anos para que um
polipo adenomatoso se desenvolva em um tumor maligno. Por isso, o estagio tumoral no

diagndstico é fator determinante para um bom progndstico (Tian et al., 2023). Como foi
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demonstrado na Figura 2, e segundo o sistema TNM de classificagdo, o estagio T1 ao T3 ndo
apresenta metastase, no entanto, a medida que os estagios vdo avancando, o estdgio T4
metastatico torna-se mais provavel, isto é, no estdgio T1, a probabilidade de desenvolver
metastase € menor que 10%, enquanto nos estdgios T2 e T3 é de 10-20% e 25-50%,
respectivamente (Biller; Schrag, 2021). O grupo de Riihiméaki et al. (2016) fez um estudo
mostrando que o nivel T4 de metastase por si s6 ndo indica a gravidade do progndstico, mas
também deve ser considerado o local onde a metastase esta localizada, bem como os estagios
TNM, e ainda afirma que os locais de maior incidéncia de metastase sdo nos linfonodos,

figado, pulmao e peritdnio.

Do ponto de vista do tratamento para o cancer colorretal, é preciso que haja um
perfilamento molecular para identificar o subtipo do tumor que estd sendo avaliado, pois,
novamente, 0 CCR traz consigo caracteristicas muito heterogéneas. Esse processo geralmente
é feito por identificacdo imunohistoquimica para encontrar o fenétipo MMR-D (deficiéncia
em proteinas MMR de reparo do DNA), instabilidade de microssatélites, ou ainda a busca por
sindrome de Lynch por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), pois pacientes com
esta sindrome tém mais chances de desenvolver o CCR (Biller; Schrag, 2021). Além das
testagens moleculares com amostras frescas do tecido tumoral, pode ser realizado uma busca
por DNA tumoral circulante (ctDNA) ou células tumorais circulantes (CTC) em amostras de
sangue periférico, mas esses métodos trazem consigo algumas limitacbes como insuficiéncia
de tecido, a aquisicdo das amostras e renovagdo celular muito rapida (Malla et al., 2022).
Esses processos sao necessarios para escolher o melhor método de tratamento, o progndstico e

ainda o risco de doenca na familia (Lemes et al., 2020).

A resseccdo cirdrgica do tumor ainda é a abordagem mais comum como método
terapéutico, principalmente nos primeiros estagios (T1 a T3), por meio de cirurgia aberta
(com remocdo de parte do intestino), colectomia laparosopica ou cirurgia colonoscopica.
Estes métodos podem, ainda, ser associados a quimioterapia ou radioterapia a partir do estagio
T3 do cancer colorretal (Kater, 2022). No entanto, €é importante salientar que
aproximadamente 20% dos pacientes ja apresentam metastase quando sao diagnosticados com
CCR e, assim, o tratamento inicial se d& pela quimioterapia sistémica, mas mesmo assim
apresentam uma taxa de sobrevivéncia de 5 anos (Martinelli et al., 2022; Biller; Schrag,
2021). A resseccdo de tumores metastaticos é possivel somente em tumores que apresentam

capacidade de serem removidos cirurgicamente por completo, mas a cura a longo prazo néo
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atinge mais do que 20% dos pacientes, provavelmente por micrometéstases ja disseminadas
(Biller; Schrag, 2021).

A primeira linha de tratamento geralmente se da por quimioterapicos combinados,
como o regime terapéutico da combinagdo FOLFOX (fluorouracil, leuvocorina e oxaliplatina)
ou CAPOX (capecitabina e oxaliplatina), que sdo comumente utilizados nos tratamentos de
CCR na América do Norte (Biller; Schrag, 2021). O SUS, atualmente, também apresenta a
estratégia FOLFOX (ou FOLFIRI, com combinacdo de irinotecano) como tratamento padrdo
de primeira linha (CONITEC, 2018). Outra estratégia abordada em outros paises é o uso
como alvo terapéutico do Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF) por meio do
tratamento com bevacizumabe quando o paciente apresenta uma mutagdo no gene BRAFV600E,
que acomete 8-12% dos pacientes com CCR metastatico (Martinelli et al., 2022).
Aproximadamente 50% dos tumores apresentam mutacao nos genes da familia RAS, os quais
recebem o tratamento com anticorpos monoclonais cetuximabe e panitumumab, os quais tém
como alvo o Receptor de Crescimento Epitelial (EGFR), impedindo a sinalizagdo. Embora
esse tratamento seja eficaz e muito disseminado, ele ndo é oferecido pelo SUS (Carvalho;
Leal; Sasse, 2017).

Pacientes diagnosticados com o CCR esquerdo podem se beneficiar mais de terapias
baseadas nos inibidores de EGFR do que pacientes que apresentam CCR direito, que para
estes o tratamento deve ser direcionado de outra maneira (Modest; Pant; Sartore-Bianchi,
2019). Estas observacOes reforcam a necessidade de haver uma boa analise de localizacéo

primaria e perfil molecular para fazer a melhor abordagem de tratamento.

2.2.4 Biomarcadores para CCR

A ocorréncia do cancer colorretal em pessoas jovens aumenta a cada ano, e o tempo de
desenvolvimento ou estabelecimento dessa doenca, leva aproximadamente 10 anos. A
sobrevivéncia e 0 bom prognostico estdo relacionados intimamente com a rapidez com que 0
diagnodstico é realizado, isto quer dizer que urge a necessidade de exames rotineiros que
possam identificar em estagios precoces o desenvolvimento tumoral, ndo s6é 0s que sdo

recomendados para os individuos acima de 50 anos (Zhang et al., 2023).

Os biomarcadores sdo moléculas bioquimicas que indicam a normalidade de processos

biolégicos e processos patogénicos, que podem ser medidas e avaliadas (Shah et al., 2014).
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Existem diversos tipos de biomarcadores com diversas funcdes diferentes, podendo ser
biomarcadores de: diagndstico, monitoramento, farmacodinamica, preditivos (de efeitos a
exposicdo de algum medicamento), progndstico, seguranca e susceptibilidade (a desenvolver
algum tipo de doenca ou condicdo médica no futuro) (Califf, 2018). E importante esclarecer
que os biomarcadores podem exercer mais de uma funcdo dentre as citadas, mas é também
importante determinar qual é o papel do biomarcador. Nem sempre a avaliacdo quantitativa
daquela biomolécula garante um resultado clinico direto. Isto é, nem sempre um sintoma ou
resposta a medicamento esta relacionado com o biomarcador previamente medido, pois para

afirmar a correlacdo é preciso que haja um esclarecimento estatistico (Califf, 2018).

O uso de biomarcadores na investigacdo rotineira pode ser desaconselhavel para
alguns casos devido ao custo elevado e a baixa especificidade do érgdo afetado ou regido
onde aquele marcador esta sendo originado, mas pode ser muito Util no prognostico e
tratamento em doengas como o céancer (Simonetti et al., 2018). A dosagem do antigeno
carcinoembrionario (CEA) tem importancia relevante no prognostico (Souza et al., 2018). O
CEA é um antigeno glicoproteico presente no epitélio gastrointestinal, descoberto em 1965 e
¢ associado a carcinomas digestdrios, mamarios e pulmonares. A dosagem sérica é feita por
meio de efusbes pleurais, onde geralmente ocorrem metastases, para auxiliar na identificacéo
benigna ou maligna do tumor e principalmente no prognéstico do paciente (Simonetti et al.,
2018). E sabido que em neoplasias malignas o CEA ¢é identificado em niveis elevados,
chegando a 90-95% de especificidade quando se trata de cancer colorretal, e 0s niveis pré-
operatorios sdo 0s que indicam um possivel resultado prognostico, sendo necessario refazer a
dosagem com certa frequéncia ap0s a cirurgia para que seja possivel identificar recidivas ou

tecido tumoral residual (Almeida et al., 2007).

Além do CEA, podemos identificar alguns outros marcadores genéticos muito
conhecidos e estudados, como: KRAS, TP53, APC, PIK3CA, BRAF, MSH; e como ja foi
discutido, a alteracdo genética nestes genes geralmente indica qual a via de mutacdes
genéticas acumuladas pode ter desencadeado o processo tumoral, isto é, instabilidade
cromossdmica ou erro no reparo do DNA, por delecdes ou rearranjos. Ainda ha, além destes

marcadores, alguns marcadores de RNA e marcadores epigenéticos (Zhang et al., 2023).

No gue tange aos canais idnicos, este grupo de proteinas ainda ndo foi incluido no
grupo de biomarcadores para tumores na clinica, pois, para que isso seja possivel € preciso
identificar a correlagdo da expressdo dos canais com dados clinico-patolégicos. No entanto,

hd uma vasta literatura abrangendo o papel determinante de diferentes canais i6nicos e
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transportadores no desenvolvimento, manutengdo e regulacdo do comportamento de células
tumorais (Lastraioli; lorio; Arcangeli, 2015). Isto é refletido quando podemos observar nos
registros literarios que os canais idnicos sdo utilizados em diversas estratégias de tratamento,
seja pela direta inibicdo de determinados canais de Ca?* ou canais de K* dependentes de
voltagem para ressensibilizar as células tumorais ao processo de apoptose, ou seja pela
alteracdo de proteinas que interagem com canais i6nicos, como Bax, atuando na cascata de
forforilacdo oxidativa de forma a também estimular a apoptose de células tumorais sem

atingir células normais (Gould; Paul, 2022; Zdfiga et al., 2022; Luis et al., 2022).

2.3 CANAIS DE POTASSIO DEPENDENTES DE VOLTAGEM

A sinalizacgéo celular € um processo sofisticado e coordenado de comunicacéo entre as
células de um organismo dado pela complexidade e diversidade de fungbes que um ser vivo
deve realizar para sobreviver. A sinalizacdo pode ser mais forte ou mais fraca ou com uma
“combinacao” diferente de moléculas que podem influenciar na resposta que a célula que
recebeu o sinal, terd (Holzmann; Sutterluty, 2023). Para que a sinalizacdo seja realizada é
preciso que sinais moleculares sejam encaminhados de uma célula emissora para uma célula
receptora, onde estdo presentes proteinas receptoras, que captam estes sinais ha membrana,
como 0s canais ionicos. Estes, por sua vez, sdo uma classe de proteinas transmembranares,
que formam poros, ou canais, ao longo da membrana plasmatica ou mitocondrial, e regulam o
fluxo de ions, colaborando para manter a homeostase das células por meio da resposta a
estimulos intra ou extracelulares, essenciais para a sinalizacao celular (Kim; Nimigean, 2016;
Serrano-Novillo et al., 2019).

Os canais i6nicos sdo fundamentais para o funcionamento de células excitaveis, pois
sua abertura e fechamento coordenados auxiliam na manutencdo do potencial de membrana.
O fluxo de ions pelos canais permite que funcbes como proliferacdo, migracéo, controle do
volume celular e processos especificos como contracdo muscular, sinapses em células
nervosas e absorcdo de nutrientes no trato gastrointestinal sejam realizados (Serrano-Novillo
et al., 2019; Kim; Nimigean, 2016). H& quatro subdivisdes de grupos aos quais 0s canais
idnicos estdo separados: canais ibnicos dependentes de voltagem; canais idnicos dependentes
de ligantes; canais idnicos dependentes de estimulos fisicos/mecanicos e; canais idnicos

abertos (como é o caso de aquaporinas) (Serrano-Novillo et al., 2019).
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Dentro destes grupos encontram-se 0s canais de potassio (K*), que é o maior grupo de
canais ibnicos e é altamente seletivo para ions K*. Estes sdo expressos tanto em células
excitaveis quanto ndo excitaveis, e sdo responsaveis principalmente pelo efluxo de potassio
das células para a restauracdo do potencial de repouso, ou repolarizacdo, apds a ativacdo do
potencial de acdo. A seletividade dos canais para ions potéassio € o que permite que o interior
da célula tenha mais K e o exterior mais ions sédio (Na*), pois assim é mantido o potencial
de repouso de uma célula (Kim; Nimigean, 2016). Além da seletividade, os canais de K*
permitem o fluxo répido devido a sua estrutura, que é dividida em duas grandes partes
compartilhadas por todas as classes de canais de K*: dominio formador do poro e o dominio
regulatério; o primeiro é responsavel pela passagem dos ions propriamente dita, e 0 dominio
regulatorio funciona como um sensor de estimulos intra e extracelulares para abertura ou
fechamento do canal, onde as diferencas entre as classes dos canais de K* variam

principalmente neste segundo dominio (Kuang; Purhonen; Hebert, 2015).

A estrutura do canal de K* dependente de voltagem (Ky) é basicamente um tetramero,
onde cada mondmero contém um dominio para conducdo elétrica do poro. Isso significa que
quatro dominios (S1-S4) formam uma estrutura transmembrana, € funcionam como um sensor
de voltagem (que é a estrutura basica dos canais de K¥), e outros dois segmentos
transmembranares (S5-S6) que envolvem a subunidade formadora de poro em si onde passam
os ions de potassio com alta seletividade (Figura 5). Os canais de potéassio sdo classificados e
subdivididos em familias Ky1 a K12, de acordo com a biofisica do canal, as propriedades
farmacoldgicas, o nimero de dominios formadores de poro e reguladores de abertura e
fechamento do canal (Xia et. al, 2023). Os canais sdo expressos em diferentes tecidos e
participam de 6 subfamilias: Kv1 (Shaker), K2 (Shab), K.3 (Shaw), K4 (Shal), K7
(KvLQT), e a familia ether-a-go-go com os Ky10, K11, Ky12 (Bachmann et al., 2020).

Figura 5. Canal de potéassio dependente de voltagem (Ky)
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Fonte: Zufiiga et al. (2022). TM1 a TM6 conduzem elétrons que se concentram no segmento TM4,
funcionando como um sensor de voltagem, e a subunidade P formadora do poro com passagem seletiva de ions
K*.

A regulacdo do comportamento celular, que é mediado pelos canais de K*, nos permite
inferir que estes canais tem um papel chave no desenvolvimento celular, o que de fato
acontece pela participacdo em mecanismos celulares de proliferacdo, migracao, invasao e
apoptose, além da manutencdo e regulacdo da homeostase na célula e do potencial de
membrana como foi apresentado. Quando estudamos o processo de tumorigénese é possivel
perceber diversas mudancas fenotipicas e genotipicas na expressdo de diversos grupos de
proteinas (Serrano-Novillo et al., 2019). E possivel associar a presenca dos canais de potassio
em situacdes normais nas células a presenca abundante destes em diversos tipos de tumores,
tendo sua expressdo aberrantemente diferenciada e prestando papéis igualmente importantes

para o desenvolvimento do tumor.

MutagGes em canais idnicos presentes no epitélio gastrointestinal sdo muito provaveis
de acontecer devido a rapida proliferacdo celular nesta regido em razdo da exposicdo do
tecido a diversos estimulos fisicos, quimicos e bioldgicos, assim, o tecido como um todo
acumula diversos tipos de mutacdes que podem ser oncogénicas (Anderson; Cormier; Scott,
2019). Foi documentado a presenca de alguns canais de potassio dependentes de voltagem
(Kv) que estdo presentes no tecido epitelial gastrointestinal, como Ky1.1 (KCNA1), Ky1.3
(KCNA3), KCa3.1 (KCNN4) e Ky 7.1 (KCNQ1), que estdo envolvidos na secrecdo de ions,
regulacdo da migracdo celular e outras fun¢Ges como absorcdo de glicose (Lu et al., 2023).
Estes mesmo canais também estdo superexpressos, como é o caso do Ky1.3, nos tumores de
cancer colorretal participando na proliferacdo rapida destas células e dessensibilizacdo aos

mecanismos de apoptose (Teisseyre et al., 2019).
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A relacéo entre o real inicio da tumorigénese com os Ky ainda ndo é bem elucidado,
mas é sabido que células com altas taxas de proliferacdo, como células de cancer, estdo mais
despolarizadas que células diferenciadas ou quiescentes, e a progressao no ciclo celular destas
celulas, bem como migracao, invaséo e proliferagdo, requer que haja mudancas no potencial
de membrana por meio de canais ionicos, incluindo os Ky (Serrano-Novillo et al., 2019). A
questdo chave, como traz Gould e Paul (2022), é quando um canal envolvido em proliferacéo,
por exemplo, esta superexpresso em células tumorais, provoca uma redundancia de
possibilidades de interagdes idnicas compensatdrias quando ha alguma tentativa de
mecanismos de destrui¢do celular, garantindo aquele tumor um dos “hallmarks” do cancer.
Isto provoca a evasdo aos mecanismos de apoptose. Devido a isto, o cancer pode ser descrito
como uma canalopatia, como foi sugerido pelos autores Prevarskaya, Sryma e Shuba (2018).
As evidéncias da participacdo de Ky no processo de tumorigénese sdo inumeras, além das
correlacbes que podem ser feitas entre a superexpressdo desses canais com a proliferagéo,
migracao, invasdo e outros fatores moleculares que auxiliam na progressdo dos tumores. A
colaboracdo do Ky11.1 na regulacdo do pH do microambiente tumoral de cancer colorretal
promove a adesdo do tumor na matriz extracelular através da interacdo com outras duas
proteinas (integrina B1 e trocador de sddio-hidrogénio) que estdo associadas com este

processo (Xia et. al, 2023).

As estratégias de tratamento usando como alvo os Ky sdo inumeras, como 0 uso de
toxinas de animais que apresentam grande afinidade pelos canais, porém dependem da
abundancia do canal e ainda carecem de solu¢bes que minimizem os efeitos adversos
(Serrano-Novillo et al., 2019), e outros tipos de inibidores especificos como E4031
(Figueiredo; Nascimento; Martins, 2019). Com o0 avanco de estratégias de software e
screening, é possivel fazer predicdes de moléculas inibidoras que interagem com 0s canais,
sendo preferiveis 0s canais que estdo superexpressos em tumores e pouco presentes em
tecidos saudaveis, para que o desenvolvimento de terapias baseadas em anticorpos seja
facilitidade pelo acesso aos canais na superficie celular (Zdfiga et al., 2022), como é o caso

do Kv10.1, que sera discutido nas sessdes posteriores.

2.3.1 Familia EAG (ether-a-go-go)

A familia EAG, codificada pelos genes KCNH, é constituida de trés subtipos: EAG
(Kv10.1 e K10.2), ERG (K\11.1, K\11.2 e K\11.3) e ELK (Kv12.1, K\12.2 e K\12.3). O
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Kv10.1, que é o alvo desta pesquisa, e Ky10.2, sdo codificados pelos genes KCNH1 e
KCNHS5, respectivamente. A descoberta dos canais EAG deve-se ao estudo de Kaplan e Trout
(1969), quando foi primeiramente descrita a partir de mutantes desse gene em moscas
Drosophila melanogaster que apresentavam atividade motora frenética sob a anestesia de
éter, dai a nomenclatura “ether-a-go-go”. Apos essa contribuicdo, foi descoberto os genes
KCNH2, referentes ao hERG (“human ether-a-go-go related gene”), onde mutagdes neste
gene provocam doencgas cardiovasculares congénitas, arritmias, infarto e outras enfermidades.
O hERG recebe atencdo intesa apds a sua descoberta principalmente pela sua extensa lista de

moléculas inibidoras que podem alterar a expressao deste gene (Toplak et al., 2021).

Todos os membros da familia EAG compartilham homologia com as outras
subfamilias de Ky, e apresentam a mesma estrutura tetramérica constituida de seis segmentos
transmembranares como foi apresentado na Figura 5, contendo os dominios sensores de
voltagem (S1-S4). O segmento S4 contém diversos residuos de aminoacidos carregados
positivamente — transformando-o no segmento mais importante dentre os quatro — e 0s
dominios S5 e S6 que se associam para formar o canal de passagem dos ions K* (Barros et al.,
2020). O mecanismo de acao do canal é uma das suas principais propriedades, sendo baseado
na abertura e fechamento do canal, ou gating, que controla a passagem dos ions como um
filtro de seletividade, onde supostamente a ativacdo do canal (para abrir ou fechar) resulta de
uma conforma¢dao de aminoacidos que formam uma “dobradi¢a” na regido, torcendo-a e

permitindo que o canal rotacione ou dobre (Kim; Nimigean, 2016).

Ainda que o mecanismo e a organizacdo do canal seja similar para os membros da
familia EAG, que sdo extremamente expressos em tecido neuronal, existem muitas diferencas
nas propriedades biofisicas e nas condi¢des de ativacdo e inativacdo do canal, mesmo entre 0s
membros das subfamilias. Por exemplo, os canais ERG sdo ativados vagarosamente e sdo
seguidos de uma inativacdo dependente de voltagem muito rapida, auxiliando no processo de
excitabilidade celular, enquanto os canais EAG séo inibidos pela interacdo com o complexo
Ca?*-Calmodulina (Ca?*-CaM) (Barros et al., 2020).

Tratando-se do cancer, os canais EAG e hERG sdo 0s que recebem maior destaque,
com mais relatos na literatura falando dos canais Ky10.1 e Ky11.1 como fatores chave no
desenvolvimento de alguns tipos de tumor, como os do cancer colorretal. O Ky10.1 ganha
destaque pela sua distribuicdo restrita no organismo em condic¢Ges saudaveis e fisiologicas,
podendo servir como um possivel marcador tumoral, e uma associa¢do consideravelmente

significativa para o bom ou mau prognostico por estudos feitos ha mais de 10 anos



22

(Rodriguez-Rasgado; Acufia-Macias; Camacho, 2012). Por sua vez, a relevancia do Ky11.1
esta relacionada a um fenotipo invasivo com associacdo a um progndstivo desfavoravel em
estagios | e Il do CCR e baixa sensibilidade a drogas como doxorubicina (Lastraioli; lorio;
Arcangeli, 2015). O K,11.1 aparece também em lesbes pré-cancerosas e parece participar da
progressdo ao adenocarcinoma, enquanto o K,10.1 aparece com maior frequéncia em

carcinomas de células escamosas (Lastraioli; lorio; Arcangeli, 2015).

Apesar disso, 0 Ky10.1 desperta a curiosidade pela sua expressdo “surpresa” em
tecidos que ndo sejam 0s neuronais em condicBes patoldgicas, e estando superexpresso em
diversos tumores neuronais, hepaticos, mamarios, ovarianos, na prostata e colorretais, com
fortes indicagdes que a sua inibicdo altera o comportamento de proliferacdo, sensibilidade a
tratamentos quimicos e apoptose destas células que o superexpressam (Zufiga et al., 2022).

Na sesséo seguinte discutiremos mais sobre este canal.

2.4 Kv10.1

O K\10.1 é codificado pelo gene localizado no cromossomo 1, KCNH1 (“Potassium
Voltage-Gated Potassium Channel Subfamily H Member 1”), como foi discutido
anteriormente. Ao que indica a literatura, o gene foi descrito primeiramente em moscas
Drosophila melanogaster, mas também é expresso em humanos, galinhas, vacas, peixes,
camundongos e ratos, 0 que sugere uma conservacao ancestral e evolutiva desse gene (Luis et
al., 2022; Cazares-Ordofiez; Pardo, 2017). Os primeiros estudos com o canal K,10.1
mostraram uma de suas mais importantes caracteristicas: a presenca do mRNA somente no
cérebro e na placenta; indicando que em tecidos periféricos o canal é ausente, e, além disso,
parece ser regulado pelo ciclo celular, extremamente relevante na fusdo de mioblastos
(Hemmerlein et al., 2006).

Atualmente, sabe-se que o canal realmente tem a expressdo majoritaria nestes tecidos,
onde é difundido nas areas do hipotalamo, hipocampo, cértex cerebral, cerebelo e nervo
olfatério (Martinez et al., 2015), e além da placenta também €é expresso em testiculos,
glandula adrenal, temporariamente em mioblastos (Chavez-Lépes et al., 2020) e em glandulas
endometriais (Toplak et al., 2021). No cérebro, o canal é expresso em células dopaminérgicas
com funcdo eletrofisioldgica, onde foi documentada a presenga de quatro variantes de splicing
do canal, Ky10.1a (mais comum) e Ky10.1b, onde o primeiro é menor por 81 pares de base (no

éxon 6) mas ndo parecem ter propriedades eletrofisiolégicas muito distintas; e as variantes
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exclusivas a humanos E65 e E70, as quais sdo incapazes de formar o canal pela falta de
segmentos transmembranares. No entanto, se estas variantes forem co-expressas com Ky10.1
podem trazer consequéncias para 0 tamanho do canal, além de ativacdo de ciclinas
dependentes de cinases (CDKSs) e aumento na glicosilacdo do canal, diminuindo sua atividade
(Cazares-Ordofiez; Pardo, 2017).

Nas células ndo neuronais que foram descritas, € importante salientar que o K,10.1 é
expresso com um “tempo de vida” limitado, ou seja, temporariamente, e em células com um
ciclo curto, demonstrando que sua expressdo é controlada pelo tempo do ciclo celular,
especificamente na fase G2/M (Toplak et al., 2021). Isto € melhor apresentado no estudo de
Urrego et al. (2016), onde a subexpressdo do Ky10.1 induziu o acimulo de células na fase
G2/M, sugerindo a relacéo entre a baixa expressao do canal e a longa permanéncia das células
nessa fase, implicando na participacdo deste canal na regulacéo do ciclo celular. Alem disso,
Movsisyan e Pardo (2020) deram continuidade nessa linha de estudo e demonstraram que a
subexpressdo do Ky10.1 também esta relacionada com a ativa¢ao do complexo SAC (“Spindle
Assembly Checkpoint”, ou “ponto de checagem de fuso”) na fase G2/M, impedindo a nédo
separacdo de cromossomos. Este € um processo comum em células de céncer, ou seja, em
células com alta taxa de proliferacdo e alta expressdo do Ky10.1, esse ponto de checagem no
ciclo passa despercebido e os cromossomos defeituosos ndo séo corrigidos. Diante disso, €
possivel observar que o canal apresenta fungdes ndo sé relacionadas a excitabilidade de
células neuronais, mas vai além, participando de processos de proliferacdo e divisdo celular
em células saudaveis e ainda participante na angiogénese, invasdo e migracdo de células
cancerosas (Gao et al.,, 2022). Além do céancer, ainda esta associado as sindromes de
“Zimmermann-Laband” (ZLS) e de “Temple Baraitser” (Han et al., 2017), ndo pela perda de
funcdo do canal, mas pelo ganho de funcGes apds mutacGes no gene que provocam uma
alteracdo na ativacdo do potencial de acdo e hiperpolarizacdo mais intensa (Toplak et al.,
2021).

E importante relembrar que a biofisica do canal estd muito relacionada ao tecido
neuronal, onde o canal exerce o seu “papel principal”. O Ky10.1 possui uma ativagdo
voltagem-dependente lenta, o que implica em uma necessidade de uma membrana com
diversos estimulos despolarizantes por um tempo consideravel para que o canal seja ativado,
sendo assim, um regulador para hiperexcitabilidade dos neurdnios em transmissdes pré-
sinapticas de frequéncia alta, mas permanece desativado em frequéncias mais baixas (Toplak
et al., 2021).
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A participacdo do Ky10.1 no céncer € relevante devido a sua expressdo periférica em
outros tecidos que ndo os mencionados anteriormente, isto €, em tecidos que normalmente,
em situacOes saudaveis, ele ndo seria expresso. Por causa disso, o Ky10.1 representa uma
possibilidade estratégica no tratamento oncoldgico, no diagnéstico e como fator prognéstico
(Cazares-Ordofiez; Pardo, 2017). No entanto, apesar da expressao diferenciada em tumores e
papel significativo no desenvolvimento das células tumorais, a dificuldade de trata-lo como
um alvo terapéutico se da pela semelhanca estrutural (e ndo funcional) com outros canais da
mesma familia KCNH como o hERG, compartilhando uma ampla quantidade de moléculas
com afinidade para os dois canais, e assim, o tratamento sem efeitos cardiacos adversos ainda
é uma barreira (Luis et al., 2022). O caminho para tentar solucionar estes “contratempos” ¢é

estudar as vias de sinalizagdo que sdo exclusivas ao K10.1.

Uma das vias de regulagdo do K,10.1 é pela interaco calcio-calmodulina (Ca?*CaM).
Com a entrada de Ca®* na célula, o ion atua como segundo mensageiro na célula em diversas
vias de sinalizacdo, até chegar a niveis citoplasmaticos altos e ligar-se a calmodulina (uma
proteina citoplasmatica), formando o complexo Ca?*"CaM e inibindo o proprio Ky10.1 em um
sistema de feedback negativo pela ligacdo do complexo dentro do poro do canal, obstruindo a
passagem de fons. No cancer, o K,10.1 regula a entrada de Ca®" pelo canal ORAI1 (Toplak et
al., 2021).

Ainda, Urrego et al. (2016) relatou, além da participacdo do Ky10.1 no ciclo celular na

fase G2/M, que a sua regulacdo em cultura de células HelLa foi feita a nivel genético pelo
fator de transcricdo E2F1 — ativo nessa fase do ciclo celular — em ligacdo diretamente ao

promotor do gene do canal. Além disso, foi observado que em células HelLa contendo
superexpressdo do oncogene HPV-E7, com inibicdo da proteina supressora tumoral pRb
(proteina do retinoblastoma) que atua como inibidora do E2F1, a expressdo do K,10.1 é
aumentada. O estudo de Chavez-Ldpes et al. (2020) ratificou e reiterou a regulacdo do
Kv10.1 pela pRb em amostras in vitro de tecidos tumorais de retinoblastoma. Em suma, a
expressao aberrante do canal esta oposta a expressdo que é suprimida de p53, pRb, E2FF1 e,
também, de microRNAs como miR-34a (Figura 6) (Pardo; Stihmer, 2014). Estes estudos ddo
um direcionamento da regulacdo enddgena do canal, que pode nos auxiliar no

desenvolvimento de estratégias diagndsticas e farmacoldgicas de tratamento.

Figura 6. Mecanismos que alteram a expressao de Ky10.1 e possiveis consequéncias
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Fonte: Pardo e Stiihmer (2014; adaptado e traduzido). Vias que podem inibir as proteinas p53, RB ou alguns
tipos de microRNAs (em vermelho), podem acabar ativando ou deixando de inibir o fator de transcricdo E2F1,
que ativa Eagl e consequentemente o K,10.1 (em verde), atuando na progressdo do cancer por diversos
mecanismos diferentes.

Segundo a apuracdo de Pardo e Stihmer (2014), o K,10.1 tem influéncia e
participagcdo na migragdo de leucemia mieldide aguda e cancer de mama, proliferacdo no
cancer cervical, neuroblastoma e mama, e uma correlagdo com a expressao e um mau
prognostico para sarcomas, cancer de ovario e cancer colorretal. No cancer colorretal, o
estudo feito pelo grupo de Ding et al. (2007) avaliou a relacdo do Ky10.1 em 76 amostras
parafinadas por imunohistoquimica e demonstrou a significancia entre os dados clinico-
patologicos e a expressdao do canal, demonstrando uma dependéncia entre o tamanho do
tumor, metastases e o estagio de Duke. Ja o grupo de Hemmerlein et al. (2006), um ano antes,
tinha demonstrado a expresséo diferenciada do Ky10.1 em diferentes tecidos tumorais e seus
adjacentes saudaveis, incluindo o tecido de céncer colorretal. Mais recentemente, foi
documentado pelo grupo de Gao et al. (2022), em cultura de células de cancer de estdmago, a
relacdo entre a diminuicdo da proliferacdo e da quantidade de células que entravam no estagio
G2/M em células transfectadas com shRNA (short hairpin RNA) que inibiam a atividade de
Kv10.1, além da indicagdo de um pior prognostico para 0s pacientes que apresentavam a

expressao aberrante do canal no estudo de bioinformatica do mesmo grupo.

Diante disso, este trabalho tem o intuito de ampliar o conhecimento sobre o canal
Kv10.1 em pacientes diagnosticados com o cancer colorretal no periodo de 2021-2023 em um
hospital referéncia para o cancer na cidade de Jodo Pessoa (PB), Brasil, bem como avaliar este

canal como alvo farmacolégico por ferramentas computacionais e teste in vitro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a expressdo diferencial do gene para o canal Ky10.1 (KCNH1) em amostras

de pacientes com adenocarcinoma colorretal e avaliar o seu potencial como biomarcador.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Apresentar um perfil clinico-patolégico dos pacientes;

o Verificar se o gene Ky10.1 esta diferencialmente expresso em amostras de tumores em
relacéo ao tecido da margem do tumor, obtidos de pacientes com cancer colorretal;

e Comparar se a expressdo do gene KCNH1 esta associado ao quadro clinico do
paciente e a agressividade dos tumores;

e Analisar a expresséo do gene Ky10.1 em cultura de células tumorais;

e Avaliar a citotoxicidade do composto A398 em linhagem de cancer colorretal humana
HCT-116;

e Realizar docking molecular do composto A398 com o canal Kv10.1.
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4 METODOLOGIA

4.1 CULTURA DE CELULAS

As linhagens de células tumorais utilizadas neste estudo foram em sua maioria de
tecidos epiteliais de cancer colorretal derivados de humanos, diferenciando-se pelo perfil de
expressao de determinadas proteinas ou mutacGes em cromossomos especificos, e foram
obtidas pelo Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ). As linhagens escolhidas foram
estas: HCT-116, HT-29, LoVo (Tabela 2). A linhagem K562 de leucemia mieldide cronica foi
utilizada, embora ndo seja referente ao CCR, para avaliar a distribuicdo do K,10.1. A
linhagem n&o tumoral utilizada como controle negativo foi a HEK-293, derivada de tecido de
rim embrionario humano. As caracteristicas, expressdo de proteinas especificas, mutacdes e
outras informacdes de cultura celular foram obtidas mediante analise no guia de cultura de
células “Animal Cell Culture Guide” (ATCC).

Tabela 2. Linhagens celulares utilizadas e suas especificacdes na ATCC

CODIGO LINHAGEM MEIO DE TECIDO DOENCA
ATCC CELULAR CULTURA ASSOCIADA
CCL-247 HCT-116 DMEM + 10% INTESTINO CARCINOMA
SBF + 1% PEN- GROSSO/COLON COLORRETAL
STREP
HTB-38 HT-29 DMEM + 10% COLON ADENOCARCINOMA
SBF + 1% PEN- COLORRETAL
STREP
CCL-229 LOVO DMEM + 10% INTESTINO ADENOCARCINOMA
SBF + 1% PEN- GROSSO/COLON COLORRETAL
STREP GRAU IV
CRL-1573  HEK-293 DMEM + 10% RIM -
SBF + 1% PEN- EMBRIONARIO
STREP
CRL-3344 K562 DMEM + 10%  MEDULA OSSEA LEUCEMIA
SBF + 1% PEN- MIELOIDE CRONICA
STREP

Fonte: Autor (2023). Dados retirados do guia ATCC, mostrando o cddigo, a linhagem, o meio de cultura que foi
utilizado no estudo, o tecido de qual a cultura priméria foi realizada e a doenca associada, exceto HEK-293, que
ndo € uma linhagem tumoral.

Como afirma Gongalves e Sobral (2020), é essencial conhecer as linhagens e observar
em microscopio optico invertido tanto o aspecto geral das células, como também o ciclo

celular de crescimento, ja que as células se comportam de maneiras diferentes com relacéo a
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proliferacdo, atividade enzimatica, expressdo de determinadas proteinas, etc. Todas as
linhagens estudadas séo aderentes, exceto a K562 que é uma linhagem de cultura suspensa, e
precisaram passar pelo processo de digestédo por tripsina/EDTA quando a confluéncia chegava
a aproximadamente 80-95%, aproximadamente a cada dois dias, e quando ndo era necessario

soltar as células para passagem, foi realizada apenas a troca de meio de cultura.

A cultura de células deu-se no Laboratorio de Biotecnologia Celular e Molecular
(LBCM) lotado no Centro de Biotecnologia (CBIOTEC) na Universidade Federal da Paraiba
(UFPB). As células foram cultivadas em garrafas de 25cm? e 75cm?, e 0 meio de cultura
utilizado para todas as linhagens foi 0 meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,;
SIGMA-ALDRICH, Reino Unido), suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF;
SIGMA-ALDRICH, Reino Unido) para estimular crescimento e 1% de penicilina-
streptomicina (SIGMA-ALDRICH, Reino Unido). As culturas celulares foram mantidas em
condigdes de 37 °C em uma atmosfera contendo 5% de CO- (Figura 7.A e 7.B). A composicao
do meio de cultura DMEM contém 4mM de L-glutamina, 4,5g/L de glicose, 1mM de piruvato

de sodio e 1,5g/L de bicarbonato de sddio.

O processo, manuseio e manutencdo das culturas seguiu protocolo pré-estabelecido
pelo laboratorio e seguiu as recomendacfes principais de biosseguranca, a fim de evitar
contaminacdes na cultura, bem como promover algum risco ocupacional ao operador de
acordo com as recomendacdes das Boas Praticas de Laboratdrio (BPL; Figura 7.C.). O uso de
Equipamentos de Protecdo Individual e Coletiva (EPI’'s e EPC’s), limpezas e
descontaminacbGes periddicas dos ambientes de trabalho e descarte dos materiais

contaminados foram algumas medidas tomadas para adequar as normas de BPL.
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Figura 7. Manutencgdo da cultura de células

” o. '

Fonte: Autor (2023). A.: Garrafinha 25cm? de cultura celular de HCT-116 no meio DMEM sob microscopio
Optico. B.: Estufa da cultura celular, a 37°C a 5% CO.. C.: Processo de tripsinizacdo da cultura para manutencéo.

4.2 COLETA DE DADOS CLINICOS E AMOSTRAS DE PACIENTES

A partir da participacdo do Setor de Cirurgia do Aparelho Digestivo do Hospital
Napoledo Laureano (Jodo Pessoa, PB), as amostras frescas foram adquiridas de pacientes
selecionados e que consentiram, voluntariamente, com a utilizacdo e participacdo no estudo,
mediante a assinatura em nosso “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (apéndice A),
com uma copia permanecendo com o grupo de pesquisa € uma com o paciente voluntario. O
presente estudo foi encaminhado para aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa em

humanos, e foi aprovado sob o parecer de n® 5.017.299.

Foram avaliados ao todo 27 pacientes com cancer colorretal que foram atendidos no
Hospital Napoledo Laureano, submetidos a cirurgia eletiva ou cirurgias de urgéncia entre 0s
anos de 2022 e 2023. Foram excluidos do estudo pacientes com histérico de polineuropatia
amiloiddtica familiar (PAF), cancer colorretal hereditario ndo polipose (CCHNP), doenca

inflamatoria intestinal — retocolite ulcerativa ou doenga de Crohn, historia de CCR sincrdnico
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ou prévio, submetido a radio e/ou quimioterapia neoadjuvantes, com indisponibilidade de

dados completos em prontuério médico.

Os dados clinicos dos pacientes foram obtidos atraves de seus prontudrios clinicos.
Foram coletados dados referentes ao género bioldgico, idade, cor, escolaridade, localizacdo do
tumor (direito, esquerdo e reto), tamanho do tumor (maior ou menor que 5 cm), grau
histolégico (pouco, moderadamente e bem diferenciado), tipo histolégico (tubular e misto),
metastase em drgdos linfaticos e em outros érgéos, estadiamento patologico (grau 0 — 1V) e

niveis de expressao do CEA (abaixo ou acima de 4,0 ng/mL).

Nesse contexto, uma pequena porcao do fragmento obtido no processo da bidpsia foi
separado e imerso em 1 mL de TRIzol® Reagent (Invitrogen) em microtubos estéreis de 1,5
mL livres de RNAse. Dessa forma, foram armazenados dois microtubos para cada paciente no
freezer a -80°C: um tubo contendo o tecido doente e um tubo do tecido ndo tumoral adjacente,
e assim permaneceram até o0 momento de extracdo de RNA. A caracterizacdo dos tumores de
cada paciente foi feita pelo médico responsavel pela cirurgia, como consta no “Instrumento de
Coleta de Dados” (apéndice B) fornecido pelo grupo de pesquisa. O Instrumento de Coleta de
Dados forneceu-nos informacdes a respeito da localizacdo do tumor, diferenciacdo, tamanho,

metéastases e algumas informagdes pessoais dos pacientes, como idade e sexo.

4.3 EXTRACAO DE RNA

O TRIzol® € um reagente de fase unica de fenol e tiocianato de guanidina que tem por
objetivo o isolamento de RNA (ou simultaneamente RNA, DNA e proteinas), facilitando,
assim, o0 armazenamento e a realizacdo do protocolo posterior a extracdo de RNA. O RNA ¢
uma molécula instavel que pode fornecer informacg6es importantes sobre expressdo génica, e,
assim, é importante que a sua extracao seja feita de forma eficiente, mantendo a integridade e
qualidade do acido nucleico. O processo de extracdo baseia-se na lise e desnaturacdo das
células na presenca de inibidores de RNase, pois a presenca destas ribonucleases é a maior
dificuldade durante este processo (BITTENCOURT et al., 2011).

Para cada tipo de amostra (linhagem celular ou tecidos frescos dos pacientes), o
cuidado e manuseio foi realizado de forma diferente inicialmente, como é descrito nas se¢des
a seguir. O protocolo seguido foi obtido a partir da literatura e padronizado para a realidade

do nosso grupo de pesquisa, e esta descrito na sec¢do 4.3.2, pois 0 protocolo em si de extracéo
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foi 0 mesmo tanto para as linhagens quanto para as amostras frescas de tumores e tecidos

saudaveis.

Apobs o final das extracdes de RNA, foi realizada as quantificagdes com 1uL da
amostra final obtida, no equipamento e programa NanoDrop™2000 (ThermoFisher Scientific;
ND2000), para determinar a concentragcdo média de RNA obtida de cada amostra ou linhagem

antes de prosseguir para a sintese de cDNA.

4.3.1 Extragéo de RNA na cultura celular

Para a cultura celular foi preciso fazer etapas prévias a extracdo para que
continuassemos com a cultura celular apo6s o experimento, bem como para obtermos uma

quantidade de células razoavel para o experimento.

Dessa forma, as células foram cultivadas em garrafas de 75cm? a uma confluéncia de
aproximadamente 90% e entdo foram foram removidas com solucgéo de tripsina/EDTA (25%),
submetidas a centrifugacdo (1400rpm), ressuspensas em 2 mL de meio DMEM e a densidade
celular ajustada para 1 x 10° células/mL em 3 mL. Em seguida, as células foram plaqueadas
em placas de 6 pocos, com fundo tratado para aderéncia, 24h antes do experimento de
extracdo de RNA. A concentracdo das células foi determinada pelo método de contagem em
camara de Neubauer, com coloracdo do Azul de Tripan (LGC Biotecnologia; codigo

BR30084-01). Para cada linhagem foram utilizados dois pocos com essas concentracdes.

4.3.2 Extracao das amostras frescas e das linhagens celulares

Como foi explicitado na secdo 4.3, as amostras frescas de tumores e tecidos saudaveis
eram armazenadas ja em microtubos contendo 1 mL TRIzol a -80 °C ap6s a cirurgia de
resseccdo. A partir do descongelamento rapido das amostras nos tubos, o procedimento de
extracdo seguiu o protocolo. Cada fragmento tecidual obtido possuia entre 0.5 mm a 3 cm
aproximadamente. Consequentemente, os fragmentos precisaram ser picotados e macerados
antes de serem adicionados os reagentes e inicializada a extracdo do RNA propriamente dita.
Dessa forma, os fragmentos foram picotados em pedacos menores com tesoura cirdrgica

(Figura 8), e adicionados a novos microtubos de 1,5 mL, contendo 1mL de TRIzol®.
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Figura 8. Corte dos fragmentos de tecido tumoral e ndo-tumoral feito com tesoura cirdrgica

Fonte: Autor (2023). Os fragmentos foram picotados e macerados dentro do tubo tipo Eppendorf.

Apo6s o corte das amostras para obter fragmentos menores, foi adicionado 200 uL de
cloroférmio ao 1 mL de TRIzol® ja presente, e agitado a mao por 15 segundos. Em seguida,
apos obter uma amostra de coloragdo rosada (Figura 9), os microtubos foram incubados em
gelo por 3 minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos
a4°C.
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Figura 9. Microtubos ap6s adicao de cloroférmio ao TRIzol® seguido de agitacdo das
amostras

Fonte: Autor (2023). Tubos contendo a amostra, TRIzol e cloroférmio antes da primeira centrifugacdo. No caso
da figura, o experimento foi realizado com duas marcas diferentes de TRIzol para a extracdo da linhagem HEK-
293, para avaliar a capacidade de cada um, por isso as coloracOes diferentes, mas 0 experimento seguiu como
descrito.

ApoOs esse processo, 0s tubos apresentaram trés fases visiveis: a fase aquosa (incolor,
contendo 0 RNA de interesse), anel interfasico (esbranquicado, contendo DNA) e a fase
fendlica (fase organica; contendo lipideos e proteinas) (Figura 10.A). Assim, a fase aquosa foi
retirada contendo o RNA de interesse e passada para um novo microtubo estéril de 1,5 mL
livre de RNAse (Figura 10.B). Foi adicionado 500uL de alcool isopropilico P.A. e 0s
microtubos agitados por inversdo, seguido de incubacdo por 15 minutos. Apds esse periodo,

as amostras foram centrifugadas por a 12.000 rpm por 15 minutos a 4 °C.

O cloroférmio adicionado durante o protocolo tem a funcéo de solubilizar os lipideos
presentes na solucdo com a amostra e permitir a sua retirada em fase posterior. O RNA €
precipitado na presenca do alcool isopropilico e o alcool etilico 75% € utilizado em prol de
retirar sais que tenham aderido ao RNA precipitado, por isso as vezes é necessario realizar

essa etapa mais de uma vez para obter um RNA de qualidade elevada (IBELLI et al., 2007).
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Figura 10. Obtencéo da fase aquosa contendo RNA

Fonte: Autor (2023). A.: Separacao das trés fases apds a primeira centrifugacédo. B.: Retirada da fase aquosa
contendo 0 RNA de interesse para colocar em novo tubo Eppendorf.

Apobs a segunda centrifugacdo, foram obtidos os precipitados contendo 0 RNA de
interesse. O sobrenadante foi descartado e adicionado alcool etilico 75% (preparado em agua
livre de RNAse). Foi realizada nova centrifugacdo a 7500 x g a 4 °C por 3 minutos. . O
sobrenadante foi descartado e repetiu-se a centrifugacdo a 7500 x g a 4 °C por 3 minutos.
Apobs descartar o sobrenadante contendo o alcool, os tubos foram deixados abertos no fluxo
laminar para secar, por aproximadamente 45 minutos a 1 hora. Os precipitados contendo RNA
foram ressuspensos em 50 pL de dgua DEPC livre de RNase e 1 pL foi utilizado para realizar

a quantificacdo do RNA (Figura 11).

Figura 11. Quantificacdo das amostras obtidas (RNA e cDNA)

Fonte: Autor (2023). De cada ressuspenso (seja de RNA ou cDNA), 1uL foi depositado no sensor do
equipamento para quantificacdo da amostra (NanoDrop™?2000, ThermoFisher Scientific; ND2000, Wilmington,
Estados Unidos).
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4.4 SINTESE DE cDNA

Esta é uma técnica de biologia molecular que busca sintetizar a primeira cadeia de
cDNA pela atividade da enzima transcriptase reversa, capaz de polimerizar a fita a partir de
um molde de RNA total ou mMRNA. Para uma sintese de cDNA bem sucedida, é preciso que o
RNA a ser utilizado como molde esteja integro e contenha a menor quantidade possivel de
contaminantes como residuos proteicos, sais, ions metalicos, etanol e fenol provenientes da
extracdo do RNA, para evitar a inibicdo da reacdo de sintese, bem como livre de DNA para

que ndo interfira no resultado da posterior RT-PCR.

O kit utilizado para esta pesquisa foi o “Platus Transcriber RNase H- cDNA First
Strand Kit” da Sinapse Ino (#51402; Lot: 00873371), o qual contém a enzima transcriptase
reversa Platus H-, a qual possui uma mutacdo capaz de eliminar completamente a atividade da

RNase H, evitando assim, a degradacdo do RNA durante a sintese de cCODNA.

A enzima transcriptase reversa foi isolada primariamente de um virus, e a sua versao
com a mutacdo permite que haja um maior rendimento de cDNA de comprimento longo e
também pela capacidade de funcionar em um amplo espectro de temperatura (42°C a 55°C)
(GREEN; SAMBROOK, 2019). Este processo € interessante pois obtém-se ao final, uma fita
de DNA que ndo contém introns, apenas éxons, isto €, os fragmentos genéticos que de fato

sdo responsaveis por codificar uma determinada proteina (LITWACK, 2018).

O protocolo da sintese de cDNA foi seguido estritamente como indica o fabricante do
kit para fabricacdo a partir do RNA total e sintese de hexametro aleatério, como segue 0 passo

d passo:

e Adicionar ao tubo o RNA total (0,5 ng — 5 ug), o random hexamer primer (1 uL) e
agua nucleasse-free (12 pL), com volume total final de 12pL.
e Adicionar os componentes na ordem: 5x Reaction Buffer (4 pL), RNase Inhibitor
(1pL), 10 mM dNTP Mix (2 uL) e H Minus Reverse Transcriptase (1 pL).
e Misturar delicadamente e centrifugar
e Colocar no equipamento termociclador (Applied Biosystems; GeneAmp PCR System
9700) por um ciclo na sequéncia:
o 5 minutos a 25°C
o 60 minutos a 42°C

o 5 minutos a 70°C
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4.5 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE EM TEMPO REAL

A reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction; PCR) é uma técnica
de amplificacdo de sequéncias especificas de DNA. No caso da presente pesquisa, 0 NOSSO
alvo em estudo para amplificacdo de DNA seriam as sequéncias gendmicas do canal K,10.1
(gene KCNH1) e GAPDH, como gene de referéncia. Para cada gene estudado, um par de
oligonucleotideos (primers) é utilizado para hibridizar em cada uma da dupla fita de cDNA
obtida previamente. Apds o anelamento dos primers, é possivel que uma enzima polimerase
possa fazer a extensdo da cadeia de DNA pela polimerizagdo com nucleotideos presentes no
tubo de reacdo nas duas direcGes da fita. Todo o processo € repetido durante varios ciclos, e
em todos os ciclos as sequéncias passam pelo mesmo processo de desnaturacdo da cadeia
(abertura da dupla fita), anelamento dos primers e amplificagdo da cadeia, permitindo que ao
final da PCR, tenhamos uma amplificagdo com milhares de cépias de DNA (LITWACK,
2018).

No presente estudo, utilizamos uma variacao da técnica de PCR, chamada Real-Time
PCR, a qual utiliza marcadores fluorescentes que permitem a captacdo e observacdo da
amplificacdo das fitas de DNA em tempo real de forma quantitativa e qualitativa (CAO et al.,
2020).

A gPCR foi realizada com o kit “Power Up SYBR Green Master Mix” da
ThermoFisher, e o protocolo foi seguido de acordo com as instrucdes do fabricante. O
desenho dos primers (Tabela 3) foi realizado em colaboracdo com o biélogo Diogo Leonardo
Santos Silva, também estudante do grupo de pesquisa, da seguinte forma: as sequéncias para a
regido codificante (CDS) completa do gene Ky10.1 (KCNH1) foram coletadas no GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) do National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Em seguida, as sequéncias foram alinhadas na plataforma CLUSTAL W
(http://www.clustal.org/clustal2/). Com isto, foram determinadas regides homdlogas entre as
sequéncias coletadas, dentre as quais uma delas foi utilizada para o desenho dos primers na
plataforma online Primer 3 (https://primer3.org/). Por fim, a especificidade dos primers
desenhados para 0 Ky10.1 de humanos foi analisada por meio do alinhamento na plataforma
online BLAST N do NCBI (https://tinyurl.com/geo-blast).
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Tabela 3. Desenho dos primers

GENE SEQUENCIA DOS PRIMERS TAMANHO
F-5>’TGGTACAGCATTGGGGACTA3’
KCNH1 R - TAAGGGGTGCCAATGTCCAT3’ 120 pb
F - 5-AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-3'
GAPDH R - 5-AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3’ 249 pb

Fonte: Autor (2023). As sequéncias no portal NCBI na biblioteca de “Nucleotide”, o alinhamento foi feito na
ferramenta CLUSTALW, o desenho dos primers no “Primer3web” e por fim, a especificidade verificada na

ferramenta BLASTN.

A gPCR foi realizada por meio do equipamento e Software “QuantStudio™ 3

System”, utilizando do método de Ct Comparativo (AACt) com a sonda SYBR® Green, no
método de corrida “Standard”. O volume final do tubo de reagédo foi de 10uL, seguindo o0s trés
estdgios de desnaturacdo da dupla fita de cDNA, anelamento dos primers e extensao,
conforme mostra a Figura 12. O procedimento foi repetido por 50 ciclos, pois 0 gene em
estudo apresenta baixa expressdo. A desnaturacdo € um passo importante onde a dupla fita de
DNA é submetida a altas temperaturas, provocando a perda da estrutura secundaria da
molécula; o anelamento, por sua vez, as sequéncias complementares dos primers hibidrizam
na fita Unica em uma temperatura menor e perfeitamente adequada a construcdo das novas
interacbes moleculares, baseado na temperatura de melting (Tm); por fim, a extensdo acontece
em uma temperatura 6tima para a atuacdo da enzima polimerase, que vai fazer a extensdo da

fita e amplificacdo das sequéncias alvo (Life Technologies).

No equipamento, a primeira etapa “Hold Stage” (Figura 12), refere-se a ativacdo da
enzima que acontece aos 50 °C por 2 minutos, seguido de um periodo de 2 minutos a 95 °C. A
fase de desnaturacdo acontece logo em seguida, aos 95 °C por 15 segundos. Neste protocolo,
de acordo com o fabricante, as fases de anelamento dos primers e extensdo acontecem a
mesma temperatura, aos 64 °C por 1 minuto. Corridos os 50 ciclos da PCR, é gerada a curva
de melting iniciando aos 95 °C por 15 segundos, seguido de 60 °C por 1 minuto, €, por fim, 95

°C por 15 segundos.
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Figura 12. Método de corrida da qPCR no Software QuantStudio™ 3 System
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Fonte: Autor (2023). As trés etapas da PCR: “Hold Stage; PCR Stage; Melt Curve Stage”, contendo as
temperaturas e o tempo de duracdo da subetapa. Essas trés etapas repetiram-se aos 50 ciclos, com volume final

4.6 DOCKING MOLECULAR

da reacdo de 10pL.

Foi realizado um estudo de docking molecular, com o objetivo de avaliar o potencial

de interacdo tedrico sobre este canal de potassio dependente de voltagem. Primeiramente,

foram calculadas as energias livres de ligacdo de alguns compostos, tendo como foco para

esta pesquisa 0 composto A398, que ja existe estudos in vitro prévios do nosso grupo de

pesquisa em linhagens celulares de diversos tipos de leucemia e algumas linhagens aderentes,

e o 5-fluorouracil (5-FU), que € a droga utilizada na clinica que utilizamos como referéncia

para comparacdo neste estudo.

E importante salientar que quanto menor os valores de energia de ligacdo dos

compostos, mais favoraveis e estaveis energeticamente sera a interacao entre 0 composto € 0

canal avaliados (esta € a interacdo ligante-proteina). Os ligantes utilizados, isto é, as

moléculas-alvo para interagdo com o canal de potassio estdo expostas na Tabela 4.
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Tabela 4. Ligantes, codigos de acesso e estrutura 2D

NOME COMPOSTO CODIGO DE ESTRUTURA 2D
COMERCIAL ACESSO
A398 (2s,6s,7r)-4-(4-fluoro-3-

hexadecal(16),9,11(15)-trieno-

2,5-diona NO,

nitrofenil)-7-metil-12,14- Desenhado no o CHj
dioxa-4- ChemSketch < H
o o]
azatetraciclo[7.7.0.02,6.011,15] H N
as

F

5-Fluorouracil 5-Fluoro-2,4(1H,3H)- O
pyrimidinedione, 2,4- 3385/PubChem F NK
Dihydroxy-5-fluoropyrimidine | /&
N° "0
H

Fonte: Autor (2024). Os compostos utilizados, com seus nomes comerciais, compostos quimicos, o cédigo de

acesso no PubChem e a estrutura 2D obtida ou desenhada.

Dessa forma, foi selecionada uma sequéncia do membro 1 do canal dependente de
voltagem de potéssio isoforma 2, subfamilia H de Homo sapiens na base de dados do NCBI
(Acesso: NP_002229.1). A sequéncia foi modelada pelo servidor SWISS-MODEL através da
técnica de modelagem comparativa (modelagem por homologia). Esta técnica tem como
funcdo a modelagem de uma proteina desconhecida e tentar fazer a predicdo de sua estrutura
com base em varias outras estruturas moldes que estdo disponiveis em bancos de dados,
assumindo que a conformacdo estrutural de uma proteina € mais conservada do que a
sequéncia de aminodcidos durante o processo evolutivo, e as mudancgas inerentes aquela
proteina sO interfere em pequenas alteragdes na estrutura tridimensional, assim, os moldes
terdo similaridades de funcdo, estrutura, e mesmo grupo de genes (Comparativa, 2018).
Assim, foi selecionado como estrutura-molde o canal dependente de voltagem de potéassio

membro 1 da subfamilia H (PDB-ID 5K7L), que apresentou uma similaridade de 96,93%.

As simulagbes de ancoragem foram realizadas no programa AutoDock tool
(MGLTools 1.5.6). As estruturas das proteinas foram tratadas como macromoléculas
receptoras e 0s compostos foram tratados como ligantes. As moléculas de agua foram

removidas e parametros de carga Gasteiger foram adicionados.
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Para cada sistema proteina-ligante foi estabelecida uma grade cubica (grid) de
dimenses 126 x 126 126 A centrada nos receptores pela ferramenta Autogrid, isto serve para
determinar o local que havera o docking. O docking foi calculado através do Algoritmo
Genético Lamarckiano (LGA) com 10.000 réplicas com popula¢cdes de 150 individuos a um

maximo de 27.000 geracOes e taxas de mutacdo crossover de 0,02 e 0,08 respectivamente.

4.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Realizamos, em sequéncia a bioinformatica, o ensaio de MTT para avaliar a
viabilidade celular apds o tratamento com o composto A398 e ao 5-fluorouracil (5-FU), isto é,
uma molécula testada pela primeira vez in silico no Ky10.1 e uma molécula que ja é utilizada
na clinica para o tratamento do CCR. O A398 foi adquirido em colaboragdo com o Prof® Dr°
Petronio Filgueiras de Athayde Filho, lotado no Departamento de Quimica (DQUI) do Centro
de Ciéncia Exatas e da Natureza (CCEN) da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

O ensaio de MTT (Mosmann, 1983) é uma técnica que se baseia na atividade de
enzimas oxidorredutases mitocondriais dependentes de NAD(P)H, que quando estdo
metabolicamente ativas (isto €, as células estdo viadveis), tem a capacidade de reduzir o sal de
tetrazolio MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio), uma molécula de
tonalidade amarelada e soldvel em &gua, em cristais de formazan roxos e insoliveis em agua
(Kumar; Nagarajan; Uchil, 2018) (Figura 13). Sendo assim, quanto maior a coloracao roxa,

mais viaveis estdo as células.

Figura 13. Reducdo do MTT (amarelo) para os cristais de formazan (roxo)
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Fonte: Magalhdes, Tha e Leme (2018). A molécula de MTT (amarela) passando pela redugdo a cristais de
formazan (roxo).
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Para este ensaio, utilizamos a linhagem celular HCT-116 que foi cultivada em DMEM
nas mesmas condicOes indicadas na secdo 4.1. As células foram semeadas em placas de 96
pocos em uma densidade de 3 x 10° células/mL com volume final nos pogos de 100 pL e
deixadas overnight para aderir. Apds este periodo, os compostos testados foram diluidos, por
diluicdo seriada, e foram aplicados na faixa de concentracdes de 1,56 a 100 uM (1,56, 3,12,
6,25, 12,5, 25, 50 e 100 puM), deixando os pogos com 200 pL no volume final para cada
concentracdo, inclusive no controle negativo (apenas com meio de cultura). Ao final do
tratamento (24 ou 72 horas), retirou-se 110 pL de meio, e adicionou-se 10 pL da solugdo de
MTT (5 mg/mL). As células foram incubadas na estufa por um periodo de 3 horas e 30
minutos e depois as células foram centrifugadas (1400 rpm x 4 minutos), e todo 0 MTT e
meio de cultura foi retirado para solubilizacdo dos cristais de formazan com 100 pL de
DMSO por aproximadamente 10 minutos. Os ensaios foram realizados nos periodos de 24
horas e 72 horas em triplicata. A leitura da placa, apds a solubilizagdo dos cristais de
formazan, foi feita a 570 nm em leitora de placas do tipo ELISA (BioTek; EL800).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para os dados clinico-patologicos, os dados brutos foram tratados e organizados em
Excel (Washington, Estados Unidos) e realizamos uma analise de frequéncia de dados
utilizando o software IBM® SPSS® Statistics 22 (Estados Unidos).

Os dados de quantificacdo das amostras de RNA e cDNA foram registrados em Excel
(Apéndice C). O método da PCR foi por meio da quantificacdo relativa, onde utilizamos a
expressdo de um gene de referéncia (no caso deste estudo, o gene GAPDH) e 0 nosso gene de
interesse (Ky10.1). Os dados foram coletados no software QuantStudio™ Design & Analysis
Software v1.5.2, onde ajustamos o ciclo threshold (CT), referindo-se ao ciclo da PCR que o
nivel de fluorescéncia obtido atinge um determinado nivel de interesse, e, em seguida, foram
tratados em planilha no programa Excel (Washington, Estados Unidos) (Apéndice D e E).
Realizamos 0 método estatistico de 24 para calcular a quantificacdo relativa (fold-change)
das amostras. Para fazer a analise estatistica, utilizamos o software GraphPad Prism 8.0.2,
onde fizemos os testes t de Mann-Whitney (para amostras ndo pareadas e que nao assumem
distribuicdo gaussiana; Mann; Whitney, 1947) para todas as comparagdes de significancia

estatistica entre as expressdes. Consideramos o valor de p<0.05.
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Com relagdo aos dados de bioinformatica, além dos softwares utilizados para a
realizacdo dos proprios experimentos, a qualidade estereoquimica dos modelos gerados foi
garantida por meio dos gréaficos de Ramachandran, na ferramenta online PROCHECK. A
otimizacacdo dos ligantes submetidos (A398 e 5-FU) foi feita realizada no programa
Openbabel. E por fim, o docking molecular foi feito no software Autodock Tool, e 0s seus
resultados foram visualizados e analisados pelos software VMD-Visual Molecule Dynamics
(Humpfrey et al., 1996) e DS-Discovery Studio Visualizer (BIOVIA).

Por fim, os resultados da citotoxicidade nas linhagens celulares foram obtidos por
leitura em espectrofotometro (BioTek; EL800) e foram exportados no programa Excel
(Washington, Estados Unidos). Os experimentos realizados em triplicata foram analisados no
GraphPad Prism 8.0.2, onde realizamos os testes de variancia one-way ANOVA, para testar
estatisticamente a igualdade entre as médias e a variancia, sendo assim expressos no grafico
como media + erro padrdo da media. As analises estatisticas dos dados foram realizadas
mediante o teste estatistico de correcdo de Bonferroni, considerando P<0,05 para a
significancia dos dados. Para determinar a atividade de inibicdo dose-dependente, utilizamos
0 célculo da concentracdo inibitéria média. A concentracdo inibitéria média (Clsp) é um
resultado que indica a concentracdo para inibir ou inviabilizar a atividade bioquimica ou
biologica de uma populacdo celular pela metade, podendo indicar em testes in vitro a
concentracdo necessaria de um determinado composto para inibir 50% da viabilidade celular

de uma populacao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DOS PACIENTES

Os resultados obtidos a partir da coleta de dados feita com o recolhimento do
“Instrumento de Coleta de Dados” (Apéndice B) demonstraram que dos 27 pacientes
estudados, as idades variaram de 36 a 88 anos (62,25 + 13,88), onde 10 (37%) tinham idade
menor que 60 anos até 0 momento da coleta, e 17 (36%) tinha mais de 60 anos. A maioria era
do sexo masculino, sendo estes 15 (55,6%) pacientes, enquanto 12 (44,4%) eram do sexo
feminino. Além disso, observou-se que a maioria dos pacientes estudados foram
diagnosticados com CCR Esquerdo, em grau inicial (I-11), com diferenciacdo baixa-moderada,
sem metastases (no momento do diagnéstico) para orgdos linfaticos ou outros 6rgdos, com
valores de CEA menores que 5 ng/ml, mas que possuiam na maioria destes casos tumores
com tamanhos acima de 5cm. Todas estas informacdes estdo sumarizadas e contabilizadas na
Tabela 5.

Tabela 5. Resultados dos dados clinico-patologicos

Pacientes 27 (100%)
Idade

<60 anos 10 (37%)

>60 anos 17 (36%)

Sexo

F 12 (44,4%)
M 15 (55,6%)
Localizacdo do Tumor

CCR Direito 8 (29,6%)

CCR Esquerdo 19 (70,4%)

Tamanho do Tumor
<5cm 9 (33,3%)
>5cm 18 (66,7%)

Diferenciacéo
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Baixa-Moderada 23 (85,2%)
Alta 3 (11,1%)
Dados Ausentes 1 (3,7%)
Metastase

Sim 6 (22,2%)
Né&o 21 (77,8%)
Metéastase para Orgéos Linfaticos

Sim 5 (18,5%)
Né&o 22 (81,5%)
Grau TNM

I-11 13 (48,1%)
ni-1v 7 (25,9%)
Dados Ausentes 7 (25,9%)
Valor CEA

<5ng/mL 12 (44,4%)
>5ng/mL 3(11,1%)
Dados Ausentes 12 (44,4%)

Os dados foram coletados pelo instrumento de coleta e calculados no Software SPSS Statistics, utilizando do

calculo de anélise de frequéncia.

Estes resultados entram em congruéncia com o estudo de Pucci et al. (2022), que
analisou o perfil clinico-epidemiolégico de 509 pacientes diagnosticados com CCR no Parana
(Brasil) de 2016 a 2018, e identificou que a maioria dos pacientes eram do sexo masculino,
acima de 60 anos e com CCR de Lado Esquerdo. Os nossos dados, embora com uma
quantidade menor de pacientes para avaliacdo quando em comparacdo com o de Pucci et al.
(2022), demonstram uma predominancia de caracteristicas que colaboram na criacdo de um
padrdo clinico. Isso pode auxiliar no rastreio precoce na parcela da populacdo que se encaixa
nesse padrdo. E importante salientar que o presente estudo avaliou pacientes na Paraiba (na
regido Nordeste do Brasil), com outros habitos alimentares, culturais, estilo de vida,

condicdes financeiras, e diferentes estimulos ambientais (temperatura, exposicao solar).

O presente estudo também esta alinhado aos resultados de Lobo, Giglio e Aguiar
(2020), que mostrou a analise do perfil clinico-epidemioldgico de 60 pacientes na regido de

Séo Bernardo (SP) demonstrando a prevaléncia do CCR no mesmo grupo que Pucci et al.
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(2022). Lobo, Giglio e Aguiar (2020) avaliaram, porém, apenas pacientes com estadiamento
IV, indicando que metastases eram mais frequentes no figado. Destes, apenas 21,7% (13/60)
estavam presentes em 6rgdos linfaticos. O estudo de Sardinha, Nunes e Almeida (2021) ainda
demonstrou 455 pacientes estudados em S&o Luis (MA) onde a prevaléncia do diagnostico de
CCR foi nos estadios Il (30,55%), Il (29,23%) e IV (31,21%), que é similar com o0s
resultados que foram obtidos no nosso estudo, exceto pelo estadio IV. Isto indica que a
maioria dos pacientes ndo é diagnosticado precocemente ou no estadio | de menor infiltracdo
do céncer nos tecidos, necessitando assim, métodos de diagndstico mais eficazes. Ainda neste
estudo, porém, houve uma singela prevaléncia de casos em individuos do sexo feminino
(50,11%).

5.2 EXPRESSAO DO Ky10.1 EM CULTURA DE CELULAS

A anélise das linhagens foi feita por meio da gPCR para avaliar amplificacéo
das sequéncias de DNA na presenca do K,10.1 e do GAPDH. O valor de Ct é o
numero do ciclo de amplificagdo que é atingido quando o gene é amplificado a um
determinado nimero de copias. O valor de ACt (Figura 14) é a diferenca entre 0s
valores de Ct entre o gene de interesse (Ky10.1) e o gene enddgeno de referéncia
(GAPDH). Os Ct’s sdo inversamente proporcionais a presenca dos genes, isto é, um
gene que tem um valor de Ct muito alto esta pouco expresso pois Sdo necessarios mais
ciclos de PCR para que a fluorescéncia das copias amplificadas seja detectada (Shoaib
et al., 2022). A formula de AACt ndo pode ser utilizada neste experimento pois esta €
aplicada para avaliar a expressdao de um gene frente um grupo com um determinado
tratamento e outro grupo controle, logo a estratégia de Ct Comparativo ndo se aplica

neste ensaio.

O uso da analise do Ct ou ACt tem papel qualitativo, visto que estudos como de
Shoaib et al. (2022) mostram a importancia na avaliacdo padronizada destes valores
para a deteccdo da presenca do virus Sars-Cov-2 em amostras de pacientes, podendo
auxiliar no diagnostico. Aqui, trazemos os valores de ACt comparados entre as
linhagens celulares para ratificar a presenca do mRNA de K,10.1. E importante

salientar, porém, que também foi identificada na linhagem de HEK-293 a presenca do
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Kv10.1, o que torna debativel o resultado. As células HEK-293 foram discutidas no
trabalho de Stepanenko e Dmitrenko (2015), onde mostraram que esta linhagem tem
perfil tumorigénico, caridtipo instavel e expressdo de marcadores renais, neuronais e
células da glandula adrenal, o que pode explicar a presenca do K,10.1 e um resultado

de ACt menor do que das outras linhagens estudadas.

Figura 14. Expressdo do Ky10.1 em linhagens celulares
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O gréfico mostra os ACt entre uma linhagem ndo tumoral (HEK-293) e as linhagens tumorais de cancer
colorretal (HT-29, HCT-116 e LoVo) e a linhagem de leucemia mielGide cronica (K562). O gréfico foi gerado
no GraphPad Prism.

5.3 EXPRESSAO DIFERENCIAL DE Kv10.1 EM AMOSTRAS DE TECIDO
SAUDAVEL E TUMORAL DE PACIENTES COM CCR

A andlise dos tecidos tumorais e dos tecidos saudaveis adjacentes foi feita por meio de
gPCR. Para fazer a comparacdo das expressdes, admitimos o valor da expressdo do tecido
saudavel proximo a 1, para normalizar a expressdo do canal. Fizemos os testes de
“normalidade e lognormalidade” para avaliar a distribui¢do das amostras, que demonstrou ser
“ndo-gaussiana” e, entdo, a andlise feita foi ndo-pareada e ndo-paramétrica, utilizando entéo o

teste estatistico de Mann-Whitney (Mann; Whitney, 1947).
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Na anélise da expressdo génica de Kv10.1, por PCR em tempo real, realizadas em
amostras frescas, verificou-se um aumento da expressdo do canal, no tecido tumoral, quando
comparado ao tecido saudavel da margem do tumor do mesmo paciente (*p = 0.0282)., como
demonstrado na Figura 15. A expressdo do mRNA do canal foi heterogénea entre as amostras,
variando de 0,015442 a 288,6145055. Estes resultados entram em concordéncia com o estudo
de Chéavez-Lopez et al. (2020), que estudou a expressao do Kv10.1 em amostras de pacientes
com tumores de retinoblastoma, onde a presenca do canal foi similarmente heterogénea, mas
diferencialmente expressa em comparacdo com tecido saudavel. Dentre as 27 amostras do
nosso estudo, foram consideradas duas analises como ““outliers”, as quais ndo foram incluidas

por estarem muito discrepantes do restante.

Figura 15. Expressdo do Kv10.1 em tecido saudavel e tecido tumoral de pacientes com CCR
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O gréfico demonstra a expressao relativa do canal Kv10.1em amostras de tecido tumoral (doente) comparada
com o tecido saudavel. Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo (Média = SD), (N = 25; *p =
0.0282) de acordo com o teste de Mann-Whitney.

A expressdo do mRNA de Eagl (K10.1) e diferenciada na maioria dos estudos que
estdo presentes na literatura. Ja no inicio do século, Ding et al. (2007) demonstrou por
imunohistoquimica a presenca aberrante do canal em 76.3% (58/76) dos casos estudados,
aléem da expressao positiva, obtida por RT-PCR, em 10 dos 13 casos estudados de cancer
colorretal no mesmo estudo. O K,10.1 é considerado importante pela sua expressao
diferenciada em tumores de tecidos periféricos onde ele ndo é encontrado em condigdes
saudaveis, podendo tornar-se um bom biomarcador para cancer cervical e carcinoma de

cabega e pescogo, além de estar amplamente discutido na literatura como um fator que pode
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correlacionar com maus progndsticos em sarcomas, cancer colorretal, cancer de ovaério,
leucemia miel6ide aguda, glioblastomas e metastases no cérebro (Cazares-Ordofiez; Pardo,
2017).

A relevancia possivelmente diagndstica da presenca do Ky10.1 € trazida desde os
estudos com cancer cervical, onde exames de rotina “Teste de Papanicolau” demonstraram a
presenca do mRNA de Eagl mesmo em pacientes que ndo demonstravam lesGes
intraepiteliais profundas, e hoje é sabido que o HPV é um fator que pode regular a expressao
do K,10.1 (Rodriguez-Rasgado; Acufia-Macias; Camacho, 2012), assim, a presenca do
Kv10.1 mesmo em lesbes pré-malignas é possivel, e pode ser um sinal de que seja necessario
fazer exames de acompanhamento. A questdo é justamente que a presenca do Ky10.1 ndo €
mera consequéncia da malignidade fenotipica do tecido, mas o canal exerce ativamente um
papel fundamental na proliferacdo das celulas, angiogénese, aumento das condicGes de
hipdxia no microambiente tumoral, migracédo e progresséo do ciclo celular (Cazares-Ordofiez;
Pardo, 2017; Rodriguez-Rasgado; Acufia-Macias; Camacho, 2012), como foi discutido nas

secdes anteriores.

Além da comparacdo entre os tecidos tumorais e seus adjacentes saudaveis, foi
avaliado se a expressdo do canal K,10.1 poderia estar relacionada com fatores clinico-
patologicos, avaliando assim, se os fatores de idade, sexo, localizacdo do tumor e outros,
interferem em uma maior ou menor expressdo do canal. Os gréaficos referentes a associacéo

dos fatores clinico-patologicos com a expressdo génica estdo apresentados das figuras 16 a 24.

Na Figura 16, observa-se a distribuicdo da expressdo do Kv10.1 de acordo com 0 sexo.
E possivel observar que, mesmo os pacientes do sexo masculino sendo a maioria, a diferenca
entre um grupo e outro nao demonstrou ser estatisticamente significante (p = 0.5430). Embora
a literatura afirme que a prevaléncia do CCR em homens seja maior que em mulheres, isso

ndo demonstrou fazer diferenca com relacéo a expressao do Ky10.1 nas amostras estudadas.

Os nossos achados entram em contraposicao ao estudo de Martinez et al. (2015) onde
pacientes do sexo masculino diagnosticados com glioblastoma apresentaram uma maior
expressao do K,10.1 em comparacao a pacientes do sexo feminino, e a sobrevivéncia a longo
prazo destes pacientes foi influenciada pela presenca do canal, indicando que este fator pode
estar relacionado com o progndstico dos pacientes. No entanto, as proprias caracteristicas do

cancer, tecido, pacientes e outros fatores podem influenciar nesses resultados.
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Figura 16. Expressdo do Ky10.1 de acordo com o sexo
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O gréfico mostra a distribuicdo da expressao do K,10.1 nas amostras de pacientes do sexo masculino (M) e sexo
feminino (F) segundo o Teste de Mann-Whitney. (N = 25; p = 0.5430).

Figura 17. Avaliacdo da expresséo do Ky10.1 em pacientes com CCR de acordo com a idade
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A distribuicdo da expressao relativa das amostras dos pacientes com menos de 60 anos (& esquerda) e com mais
de 60 anos (a direita). Os dados sdo expressos como media + SD pelo Teste de Mann-Whitney. (N = 25; *p =
0.0112).
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Com relacdo a idade, por outro lado, os pacientes com idade menores de 60 anos, que
representaram 37% dos pacientes estudados, apresentaram expressar mais o Ky10.1 do que os
pacientes mais velhos que 60 anos, que eram a maioria (Figura 17; *p = 0.0112). Este dado
estatisticamente significante no nosso estudo, reforca a possibilidade do K,10.1 como um
possivel marcador biolégico que pode ser identificado em individuos mais jovens. O estudo
de Liu et al. (2015) mostrou a prevaléncia do K,10.1 em pacientes acima dos quarenta anos
em amostras de pacientes do sexo feminino com cancer de mama, enquanto no estudo de
Ding et al. (2007), os pacientes com a maior prevaléncia do canal em estudos de
imunohistoquimica eram os que tinham idade menor que 60 anos, mesmo sendo a minoria dos

casos com CCR no estudo, tal qual os resultados apresentados na Figura 17.

Em relacdo a localizacdo do tumor, foi possivel identificar que a expressdo do canal
Kv10.1 estava mais expressa em amostras de tumores do lado esquerdo do colon, quando
comparado a expressdo em tumores localizados no lado direito (p = 0.0173; Figura 18), que
também foram a maioria dos casos estudados (19/27; 70,4%), como mostrou a Tabela 5. A
localizagdo interfere no progndstico do paciente, pois 0 CCR Direito esta relacionado com
mais mutagdes BRAF, mais instabilidade de microssatélites e maior chance de recidivas, mas
gque com um diagnostico em estagios menos avancados (I-11), o prognostico € melhor
(Waldstein et al., 2023). No entanto, o estudo de Bustamante-Lopez et al. (2019), mostrou
que dentre 187 pacientes com CCR Direito e 173 pacientes com CCR Esquerdo, 0s pacientes
com CCR Direito eram mais velhos, com estadiamento mais avancado e maior risco de morte

quando a comparacao foi feita com relacdo a localizacdo do tumor primario.

No nosso estudo, a expressdo do Ky10.1 foi maior nos pacientes com CCR Esquerdo,
que geralmente tem as caracteristicas morfologicas polipoides, de pdlipos tubulares, com
mutac6es nos genes APC, TP53, EGFR e apresentam instabilidade cromossémica, além dos
pacientes possivelmente apresentarem dor abdominal, mudancas nos habitos estomacais,
obstrucdo intestinal e tem maior chances de apresentar metastases para o figado e pulméo
(Waldstein et al., 2023). Embora a gravidade entre a localiza¢do do tumor priméario do CCR
seja debativel, a maioria dos casos na populacdo em geral é de pacientes que apresentam a
localizacdo primaria do lado esquerdo do célon, principalmente em pacientes abaixo dos 55
anos (Kasi et al, 2018).
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Figura 18. Expressdo do Ky10.1 de acordo com a localizagdo do tumor
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Os dados no grafico estdo expressos como média + desvio padrao pelo Teste de Mann-Whitney. (N = 25; *p =
0.0173).

Em relacdo ao tamanho do tumor (Figura 19), também foi observado que houve
influéncia na expressdo do canal, sendo mais significativos em tumores pequenos, menores
que 5 cm (p = 0.0343). No estudo de Yirgin et al. (2023) foi mostrado que pacientes com
tumores maiores ou iguais a 5 cm teriam um pior prognostico, podendo correlacionar este

fator com o tamanho.

O nosso estudo mostra que a presenca do Ky10.1 estd mais expressiva em tumores
menores, que geralmente sdo relacionados com estagios mais iniciais do cancer, reforcando
um possivel papel diagnéstico no canal. No entanto, a expressao ndo se perpetua ou progride
tanto em estagios mais avancados, ao contrario, sua expressao parece diminuir em tumores
maiores que 5 cm. De toda forma, outros fatores possam ser levados em consideracdo para
isto acontecer, o0 que esta aberto ao debate. Liu et al. (2015) estudou a expressdo do Eagl em
tumores de mama e identificou a correlacdo entre a expressao do canal e os fatores clinico-
patolégicos de tamanho do tumor e o grau TNM, e o tamanho dos tumores que apresentavam
a maior expressao positiva nos ensaios imunohistoquimicos foram os de tamanho variavel

entre 2 a 5 cm, portanto em conformidade com 0s nossos achados.
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Figura 19. Expressdo do Ky10.1 em amostras de pacientes com CCR de acordo com o
tamanho do tumor
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Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo, analisado pelo teste de Mann-Whitney (N = 25;
*p=0.0343)

A diferenciacdo do tumor (Figura 20), por sua vez, ndo demonstrou no nosso estudo
ser um fator de muita relevancia para a expressao do K,10.1 (p = 0.8407), embora a maioria
dos pacientes tenha apresentado uma diferenciacdo “Baixa-Moderada”. A diferenciacdo do
tumor refere-se ao crescimento e agressividade que aquele tumor pode ter, havendo trés graus
(normalmente) de diferenciacdo: grau 1 (bem diferenciado), grau 2 (moderadamente
diferenciado) e 3 (pouco diferenciado); sendo o mais grave o grau 3, pois as células estdo com
o crescimento rapido e ja tem uma morfologia diferenciada das células “originais” daquele

tecido (Teixeira; Vasconcelos, 2019).
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Figura 20. Expressdo do Ky10.1 de acordo com a diferenciagdo do tumor
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Os dados sdo expressos como média + SD pelo Teste de Mann-Whitney. (N = 25; p = 0.8407)

Com relagdo ao valor do antigeno carcinoembrionéario (CEA), os dados ndo mostraram
alguma relacéo entre ele e a expressdo do canal (Figura 21). E importante salientar que de
todos os dados que coletamos, o valor do CEA foi o que mais apresentou dados ausentes
(44,4%), o que pode ter interferido no resultado final, pois a amostragem foi bem reduzida
guando em comparagdo com o restante dos dados. Além disso, a coleta do valor do CEA pode
ter ocorrido apos a resseccao cirdrgica de alguns pacientes, o0 que € esperado a influenciar na
dosagem do antigeno. O CEA é um biomarcador utilizado na clinica para auxiliar ou
direcionar no acompanhamento de pacientes diagnosticados com CCR, e esta relacionado a
progressdao do cancer e a um maior potencial de risco para metastases, sendo estudado como
um possivel alvo para um sistema de liberacdo de drogas e outras estratégias (Campos-da-Paz
et al., 2018).
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Figura 21. Expressao do Ky10.1 de acordo com o CEA
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A maioria dos pacientes apresentou um valor CEA <5ng/Ml. (N = 25; p = 0.4846)

Por outro lado, quando comparadas as expressdes de Ky10.1 em amostras de CCR nos
estadios I-11 e 111-1V, de acordo com o grau TNM (Figura 22), a expressao em nos estadios
mais iniciais foi maior do que em estadios mais avancados (**p = 0.0078), indicando que o
canal esta mais presente quando o paciente ainda apresenta lesdes ndo tdo graves, onde ainda
ndo ha metéstase linfonodal regional nem metastase em tecidos distantes. Liu et al. (2015)
identificou que nos grupos com tumores de cancer de mama, o grau TNM foi um fator
correlacionado com a expressdo do Eagl. Destarte, no estadio 1l a presenca do canal foi mais
abundante, seguido do estadio Ill. Este resultado se assemelha com 0 nosso estudo, embora
tenhamos feito a divisdo dos entadios entre I-1l e II-1V, que pode ter interferido nesta
correlagdo. No entanto, ratificam a presenca do Ky10.1 em estagios mais iniciais, € ndo

quando h& metéastases distantes no estadio 1V.
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Figura 22. Expresséo do Ky10.1 de acordo com o Grau TNM
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Os dados sdo expressos como média + desvio padrédo da expressao relativa do canal K,10.1 de acordo com 0
Teste de Mann-Whitney. (N = 25; **p = 0.0078).

Em relagdo a presenca de metéstases, observou-se que esta ndo se apresentou como
um fator significante para a expressdo diferenciada do K,10.1, pois tanto no caso de
metéstases a distancia para outros 6rgdos (Figura 23; p = 0.5529) como em metéastases para

orgaos linfaticos (Figura 24; p = 0.5921) nédo foi observado diferenca significativa.

Diferentemente do que foi observado por Martinez et al. (2015), cuja expressao de
Kv10.1 em metastases cerebrais foi significativamente superior em 60% dos casos, quando
comparada com a expressdo nos carcinomas primarios correspondentes, o que implicou em

um pior prognostico dos pacientes.
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Figura 23. Expresséo do Ky10.1 em amostras de pacientes com CCR de acordo com a
presenca de metéstases em outros 6rgdos
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Os dados sdo expressos como média + desvio padrédo da expressao relativa do canal K,10.1 em amostras de
tumor (N=25; p = 0.5529).

Figura 24. Expressdo do K10.1 de acordo com a presenca de metastases em orgéos linfaticos
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Os dados sdo expressos como média + desvio padrdo da expressdo relativa do canal K,10.1 em amostras de
tumor (N=25; p = 0.5921).

A associacdo da expressdo do Ky10.1 pode ser melhor observada e comparada com 0s

dados clinico-patoldgicos na Tabela 6.
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Tabela 6. Associacdo entre a expressdo relativa do Ky10.1 e os dados clinico-patologicos de

pacientes com CCR

Pacientes 27 (100%) - -
Idade

<60 anos 10 (37%) 2.578 +4.276 *0.0112
>60 anos 17 (36%) 0.8894+1

Sexo

F 12 (44,4%) 2.013 + 4.054 0.5430
M 15 (55,6%) 1.065 £ 0.9848

Localizacdo do Tumor

CCR Direito 8 (29,6%) 0.6834 + 0.5930 *0.0173
CCR Esquerdo 19 (70,4%) 2.241 + 3.580

Tamanho do Tumor

<5cm 9 (33,3%) 3.261 +4.942 *0.0343
>5cm 18 (66,7%) 0.9052 + 1.002

Diferenciacao

Baixa-Moderada 23 (85,2%) 1.126 +£1.086 0.8470
Alta 3(11,1%) 5.150 + 7.223

Dados Ausentes 1 (3,7%)

Metéstase

Sim 6 (22,2%) 0.9027 + 0.9514 0.5529
Né&o 21 (77,8%) 1.772 £ 3.278

Metéastase para Orgéos Linfaticos

Sim 5 (18,5%) 0.9027 +0.9514 0.5921
Né&o 22 (81,5%) 1.722 +3.228

Grau TNM

I-11 13 (48,1%) 1.206 + 1.067 **0.0078
H-1v 7 (25,9%) 0.4513 + 0.4045

Dados Ausentes 7 (25,9%)

Valor CEA

<5ng/mL 12 (44,4%) 1.892 + 4.255 0.4846
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>5ng/mL 3(11,1%) 0.7353 £ 0.3014
Dados Ausentes 12 (44,4%)

Os dados clinico-patolégicos dos pacientes com CCR (n=27) sdo expressos de forma bruta e em porcentagem
(%). A expressdo génica relativa do K,10.1 e os dados sdo expressos como média = desvio padrdo. Os valores
de p estdo disponiveis, sendo os valores com significancia marcados. Consideramos significante quando p<0.05.
Resultados foram obtidos no software GraphPad Prism 8.0.2.

Os dados da tabela apresentam os resultados obtidos, mostrando que a expressao do
canal pode ser correlacionada com dados demogréficos e clinico-patolégicos, como a idade,
localizacdo do tumor, o tamanho do tumor e o grau TNM, o qual é determinado no
diagndstico. N&o foi realizado as diferengas no tempo de sobrevida dos pacientes nos grupos
de acordo com os niveis de expressdo do Kv10.1 para associar com os fatores clinico

patologicos.

Diante dos nossos dados é possivel ratificar a expressdo do Ky10.1 em tecidos
periféricos em condi¢bes ndo saudaveis, e ainda observar que o canal tem potencial no

diagndstico de cancer colorretal.

5.4 ANALISE IN SILICO POR DOCKING MOLECULAR PARA O CANAL
Kv10.1

Apo0s observar a importancia do canal Kv10.1 e sua expressao diferencial em tumores
de céncer colorretal e sua relacdo com fatores clinico-patolégicos, buscou-se utilizar essa
proteina como alvo molecular para compostos ja utilizados na clinica para o CCR, bem como

testar um novo composto ja estudados pelo nosso grupo de pesquisa com acao anticancer.

Para isso, foi preciso fazer inicialmente a predicdo por homologia da estrutura proteica
do canal K,10.1. A modelagem da proteina envolve cinco etapas: pesquisa de estruturas
homdblogas em base de dados; alinhamento da sequéncia alvo com as sequéncias de estrutura
conhecida (moldes); construcdo do modelo tridimensional; a otimizacdo estrutural, e; a
validacdo do modelo (Costa; Galucio; Silva, 2022). Os graficos de Ramachandran foram
gerados para cada um dos modelos estruturais refinados (Figuras 25 e 26), e é o gréfico de
validacdo da predicdo que descreve as proteinas pelos seus angulos de torcao, conhecidos por
¢ (phi; angulo entre o carbono-a e o nitrogénio do grupamento amino) e y (psi; angulo

formado entre o carbono-a e o carbono do grupamento carboxi) (Soares et al., 2023). Dessa
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forma, representa todas as combinacfes possiveis de angulos diédricos W (psi) versus os @

(phi) nos aminoécidos das proteinas.

Figura 25. Diagrama de Ramachandran para Kv10.1 (modelo 1)
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O gréfico mostra os residuos de aminoécidos no eixo y, que representa os angulos psi formador € no
eixo X, com os angulos phi. O grafico de Ramachandran tem regides coloridas fixas que indicam onde 0s
aminoacidos devem se situar para indicar a melhor qualidade estereoquimica. Na modelagem, 95,7 % (222) dos
residuos situaram-se nas regides mais favoraveis (vermelho), 4,3% (10) situaram-se nas regides permitidas,
nenhum em regides desfavoraveis ou na regido proibida.

Figura 26. Diagrama de Ramachandran para Kv10.1 (modelo 2)
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O gréfico mostra os residuos de aminoacidos no eixo y, que representa os angulos psi formador e no
eixo x, com os angulos phi. O grafico de Ramachandran tem regides coloridas fixas que indicam onde os
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aminodacidos devem se situar para indicar a melhor qualidade estereoquimica Para este modelo, 92,2 % (599) dos
residuos situaram-se nas regides mais favoraveis (vermelho), 7,2% (47) situaram-se nas regifes permitidas, 0,5%
(3) em regides desfavoraveis e 0.2% (1) em regido proibida.

Os resultados apresentados pelos graficos de Ramachandran apontam que os dois
modelos apresentam uma 6tima qualidade estereoquimica, uma vez que todos apresentaram
mais de 90% de seus residuos de aminoacidos situados em regides favoraveis (pontos pretos
nas areas vermelhas) e permitidas (pontos nas areas amarelas e beges). Nenhum residuo
situou-se em regides proibidas, o que indica a inexisténcia de choques estéricos entre 0s

atomos das cadeias laterais.

Com os modelos disponiveis, foi possivel realizar o docking molecular, onde os
valores de energia de ligacdo foram negativos para os 10 complexos e variaram de -9,59
kcal/mol a -6,72 kcal/mol, indicando uma afinidade ente estas duas moléculas, resultando em
complexos proteina-ligante fortes. Os valores para as constantes de inibi¢do (Ki) variaram de

0,9307 pum a 11,93 um. Os valores de cada complexo podem ser visualizados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultado do docking molecular para o canal Kv10.1 com o composto A398.

COMPLEXO ENERGIA DE LIGACAO CONSTANTE DE
(Kcal/mol) INIBICAO-Ki (um)
1 -6,72 11,93
2 -7,54 2,97
3 -8,41 0,68589
4 -8,30 0,82722
5 -9,57 0,09647
6 -9,59 0,09307
7 -8,69 0,43004
8 -9,40 0,12922
9 -9,56 0,09884
10 -8,73 0,39679

Fonte: Autor (2024). Ensaio de docking, ou ancoragem, realizada no software AutoDock tool.

O complexo 6, que apresentou menor energia de ligacdo (-9,59 Kcal/mol) foi

selecionado para analise visual das interacfes intermoleculares (Figura 27).
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Figura 27. Diagrama 2D das interagdes entre a Kv10.1 e 0 A398
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Fonte: Autor (2024). InteracGes moleculares geradas no Discovery Studio entre o0 K,10.1 e 0 A398.

No total 13 aminoacidos interagiram com o ligante, formando as seguintes interacdes:
ligacdo convencional de hidrogénio (LYS217), interagdes de Van der Walls (HIS212,
THR271, THR272, LYS340), interacdo pi-cation/pi-anion (ASP221, ARG339) interacdes
alquil/pi-alquil (TYR291, ILE287, ARG339), ligacdo carbono-hidrogénio (THR218) e
interacdes pi-pi T-shaped (PHE273, HIS343). Os residuos de aminoacidos que interagiram
com o A398 estdo localizados principalmente na regido do sensor de voltagem nos segmentos
S1-S3, indicando que o A398 pode agir como um ligante que impeca a abertura do canal
(Toplak et al., 2021; Whicher; MacKinnon, 2016).

Para o0 5-FU, os valores de energia de ligacdo foram negativos para os 10 complexos e
variaram de -4,05 kcal/mol a -3,68 kcal/mol, indicando uma afinidade ente estas duas
moléculas, resultando em complexos proteina-ligante estaveis. Os valores para as constantes
de inibicdo (Ki) variaram de 1.070,00 um a 1.990,00 um. Os valores de cada complexo

podem ser visualizados na tabela 8.
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Tabela 8. Resultado do docking molecular para o canal Kv10.1 com o composto 5-FU.

COMPLEXO ENERGIA DE LIGACAO CONSTANTE DE INIBICAO-
(Kcal/mol) Ki (um)
1 -3,69 1.980,00
2 -3,68 1.990,00
3 -3,69 1.980,00
4 -3,80 1.650,00
) -3,88 1.430,00
6 -4,00 1.160,00
7 -4,05 1.070,00
8 -3,77 1.720,00
9 -4,00 1.170,00
10 -3,82 1.590,00

Ensaio de docking, ou ancoragem, realizada no software AutoDock tool.

O complexo que apresentou menor energia de ligacdo (-4,05 Kcal/mol) com o
composto 5-FU foi selecionado para analise visual das interacdes intermoleculares, sendo

neste caso o complexo 7 (Figura 28).

Figura 28. Diagrama 2D das interacdes entre a Ky10.1 e 0 5-FU
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No total 1 aminoécidos interagiu com o ligante, formando as seguintes interacdes:
ligagdo convencional de hidrogénio (GLN14, THR16, ASN20, GLU201, LYS204), interacdes
de van der Walls (ASN15, PRO196, LYS199, PRO203), ligagdo carbono-hidrogénio
(ALA202) e interagdo desfavoravel. Diante disso, ndo houve nenhuma interagdo comum as
duas moléculas estudadas. A partir dos resultados do docking, é possivel concluir que para
utilizar o Ky10.1 como alvo molecular, o 5-FU que ja é utilizado na clinica ndo seria a melhor
abordagem, pois ha uma interacdo bem inferior quando comparada com a interacdo provocada
pelo A398.

5.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO COMPOSTO A398

A partir dos resultados da bioinformatica, foi também objetivo do nosso trabalho
avaliar se in vitro 0 A398 teria um desempenho melhor que o 5-FU. A andlise da viabilidade
celular pelo ensaio de MTT avaliou a citotoxicidade dos compostos na linhagem celular HCT-
116, referente ao cancer colorretal. O tratamento das células foi realizado nos periodos de 24h
e 72h com o A398 (molécula estudada pelo nosso grupo), e uma droga utilizada na clinica, o
5-Fluouracil (5-FU). Em 24h de tratamento com o A398, a inibicdo da viabilidade celular na
concentracdo de 25uM foi de 68,39% e na concentracdo de 12,5uM a inibigéo foi 40,71%. A
Clso é de 18,24puM no menor tempo de tratamento. Ja em 72h de tratamento, a inibicdo da
viabilidade de 54,64% das células ocorreu na concentracdo de 12,5uM, demonstrando uma
Clso equivalente a 9,87uM. Esses resultados demonstram que para esta linhagem, a a¢do do

A398 depende tanto da concentracdo, como do tempo de tratamento.

Ja o 5-FU, por sua vez, ndo conseguiu inibir 50% da viabilidade das células em
nenhuma concentracdo testada no tempo de 24h. Por outro lado, quando esse composto foi
exposto por 72h, demonstrou uma inibicdo de 53,29% ja na concentracdo de 12,5uM, e
obteve uma Clso de 14,85uM, indicando que a atividade do 5-FU é dependente do tempo e da
concentracdo, mas € necessario sempre um maior tempo de tratamento. Os resultados estdo

sumarizados na Figura 29 e na Tabela 9.
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Figura 29. Viabilidade celular de HCT-116 exposta a A398 e 5-FU em 24 e 72 horas
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Fonte: Autor (2024). Os graficos apresentam a porcentagem da viabilidade celular (eixo y) pela concentracéo das
drogas que foram testadas (eixo x), que parte do controle (OpM) até a concentragdo méxima do ensaio (100pM).
Os resultados foram obtidos no software GraphPad Prism 8 na tabela de coluna, e os dados estatisticos com a
tabela XY submetidos ao teste “Ordinary one-way ANOVA” corrigido pelo teste de Bonferroni. **** p<0.0001.

O composto A398 é uma molécula derivada da podofilotoxina, um produto natural
cicloglicano isolada de diversas espécies da familia Podophyllum. A podofilotoxina tem
propriedades micotdxicas, neurotdxicas, inseticida, antimicrobiana, anti-inflamatoria,
antioxidativas, analgésicas e outras, mas sua alta citotoxicidade e baixa seletividade impediu
que tratamentos anticancer fossem continuados por sua alta taxa de efeitos adversos
gastrointestinais e neurotoxicidade (Shah et al., 2021). No estudo de Silveira et al. (2014)
com as linhagens tumorais HL-60, MOLT-4, HT-29, HepG2 e ndo tumorais FGH, IEC-6 e
PBMC, o A398 demonstrou alta citotoxicidade dentre as linhagens celulares tumorais e baixa
citotoxicidade com as linhagens ndo tumorais. Da mesma maneira, Silva (2020) obteve

resultados similares com o ensaio de MTT nas linhagens 4T1, HelLa (ambas tumorais) e L929
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(ndo tumoral), onde a citotoxicidade em L929 foi significativamente inferior quando em
comparacdo as linhagens tumorais. Aqui, somamos a estes dados demonstrando que para 0s
testes in vitro com o A398 esta pode ser uma molécula promissora no tratamento de CCR
principalmente em comparagdo com o 5-FU que ja é utilizado na clinica e normalmente tem

que ser associado a outras drogas, como mostrou o estudo de Biller e Schrag (2021).

Tabela 9. Comparacéo das Clso em HCT-116 nos dois tratamentos

COMPOSTO Clso 24h Clso 72h
A398 18,24uM 9,87uM
5-FU 123,2uM 14,85uM

Os valores da Clso foram representados pela média e desvio padrédo (SD) de trés experimentos independentes.

O uso de anticorpos TRAIL (“Tumor Necrosis Factor Related Apoptosis-Inducing
Ligand”; “Ligante Indutor de Apoptose Relacionado ao Fator de Necrose Tumoral”) para
atingir o K,10.1 como alvo farmacologico e induzir a apoptose as células em cultivo foi
abordado no estudo de Hartung e Pardo (2016), ligando-se na porcdo extracelular do poro do
canal. Nesta estratégia, o aumento de células em apoptose foi maior quando em associacao
aos tratamentos com outras drogas, como doxorubicina e roscovitina em concentracfes abaixo
de 20uM. A doxorubicina também demonstrou aumentar os receptores TRAIL e diminuir a
expressdao do Ky10.1 nos periodos de 24h e 48h, o que indica que o canal tem potencial
farmacoldgico. Herndndez-Reséndiz et al. (2020) sugeriram que o Ky10.1 esta relacionado
com a atividade mitocondrial, visto que a inibicdo do canal resultou em fragmentacdo da
mitocbndria, aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS) e aumento de autofagia, e as

células com superexpressao do canal estavam mais sensiveis a inibidores mitocondriais.

O estudo pioneiro de Silveira et al. (2014), por sua vez, mostrou que o A398
despolariza a membrana mitocondrial de maneira dependente de concentracdo e tempo de
exposicdo. Além disso, 0 A398 inibiu a atuacdo da proteina anti-apoptética Bcl-2, promoveu a
ativacdo das caspases 8, 9 e 3, e ainda aumentou a producdo de espécies reativas de oxigénio
(embora o aumento de ROS ndo tenha sido significativo para a inducdo de apoptose no
estudo) em células de leucemia HL-60. Os resultados de Silveira et al. (2014) mostram que o

A398 esté relacionado aos mecanismos de apoptose intrinsecos e extrinsecos.
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N&o € possivel afirmar somente por este ensaio, no entanto, que o melhor desempenho
do A398 esté relacionado com o Ky10.1, pois para isto teria de haver mais ensaios avaliando o
mecanismo celular do composto nestas células, mas € possivel ratificar a potencialidade que o
composto demonstra, bem como a susceptibilidade do canal como alvo molecular para
tratamento no CCR. Com isso, € interessante aprofundar nos mecanismos de interacdo do
A398 com o K,10.1, como ensaios de patch-clamp, a fim de avaliar o efeito do composto
diretamente no canal para ratificar a possivel interacdo entre a ativacdo dos mecanismos de
morte celular com a presenca do canal, visto que os ensaios in silico mostraram uma interacao

potencial entre a por¢do do sensor de voltagem da proteina e 0 A398.
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto, é possivel concluir que a expressdao do canal K,10.1 esta
correlacionada a fatores clinico-patolégicos como idade, localizacdo do tumor, tamanho do
tumor e grau TNM na amostra dos pacientes do Hospital Napoledo Laureano na Paraiba, .
Além disso, foi possivel apresentar as interacdes entre os compostos A398 e 5-FU in silico

com o canal Kv10.1 e in vitro em linhagens de cancer colorretal.
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APENDICE A - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario (a) no estudo “PROSPECCAO DE
NOVOS MARCADORES DIAGNOSTICOS PARA O CANCER COLORRETAL E
CONTRIBUICAO NA PREVENCAO DA MORTALIDADE POR ESTA DOENCA NO
SUS”, coordenado pela professora Dra. Glaucia Verissimo Faheina Martins e vinculado a
UNIDADE ACADEMICA DE SAUDE do CENTRO DE EDUCACAO E SAUDE da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE.

Sua participacdo € voluntaria e vocé podera desistir a qualquer momento, retirando seu
consentimento, sem que isso lhe traga nenhum prejuizo ou penalidade. Este estudo tem por
objetivo coletar um pequeno fragmento de tecido que sera retirado durante a cirurgia para
identificacdo de marcadores moleculares tumorais que auxiliardo em diagndsticos mais rapidos
e precisos, bem como a descoberta de novos tratamentos para cancer colorretal. Seu material
ficara armazenado provisoriamente por tempo determinado apenas para realizacdo dos ensaios
propostos por esta pesquisa no Laboratério de Ensaios Toxicologicos e Genética do
Céancer-TOXGEN da Universidade Federal de Campina Grande e se faz necesséario porque o
cancer colomretal tem grande incidéncia no Brasil e no mundo e apesar de existirem
quimioterapicos efetivos, eles sdo muito toxicos e nao tem agao em alguns tumores, pois as
células dos tumores se tornaram resistentes. Além disso, o diagnostico inicial desta patologia
esta diretamente relacionado a grandes taxas de sobrevivéncia ao tratamento. A descoberta de
novos alvos farmacologicos para esta patologia, como os canais i6nicos Kv, que jé& sdo alvos
farmacoldgicos para outras doencas, pode proporcionar a descoberta de nova terapias, bem
como, diagnosticos moleculares diferenciais.

Caso decida aceitar o convite, vocé serd submetido (a) ao(s) seguinte(s) procedimentos: Apds a
remocao de seu tecido durante a cirurgia, conforme ja estava previsto pelo seu médico, vamos
precisar de sua autorizacdo para armazenar o tecido e possivelmente coletar uma amostra de
qualquer outro material biologico conforme seu médico achar necessério. Os riscos envolvidos
com sua participacdo sdo os mesmos ja previstos no procedimento cirirgico que ja estava
prescrito pelo seu médico, pois 0 mesmo ocorreria independente deste projeto, estamos apenas
solicitando sua permissdo para armazenar e utilizar parte deste material. Esse estudo tem o
intuito de descobrir novos diagnosticos e tratamentos, com a sua participacao sendo totalmente
voluntéria, podendo desistir a qualquer momento, sem penalidades, danos e prejuizos. Quanto
aos riscos adicionais referentes ao constrangimento na abordagem, coleta de material ou
vazamentos de informagoes de dados coletados, estes sdo possiveis, mas pretendemos
minimiza-los, pois o projeto ndo visa constranger, inibir, desrespeitar, afrontar, mas sim
contribuir com os novos diagnosticos e tratamento do cancer colorretal. Os pesquisadores se
propdem a realizar identificacdo numérica das amostras evitando exposicdo de dados dos
pacientes no manuseio das amostras em laboratério. Os beneficios da pesquisa serdo: Os
pacientes que cederdo as amostras para o presente estudo receberio orientacdes sobre o que é o
cancer colorretal, métodos de rastreamento e fatores de risco. Os participantes da pesquisa
poderdo confribuir para o desenvolvimento de testes diagnodsticos mais eficientes e
desenvolvimento de novos tratamentos. Os participantes ndo terdo beneficio pessoal direto
através deste projeto, sendo sua participagdo voluntaria e ndo-remunerada.

Todas as informacdes obtidas serdo sigilosas e seu nome ndo sera identificado em nenhum
momento. Os dados serdo guardados em local seguro e a divulgacao dos resultados sera feita de
maneira que nao permita a identificacdo de nenhum voluntario.

Se vocé tiver algum gasto decorrente de sua participagdo na pesquisa, vocé sera ressarcido, caso
solicite. Em qualquer momento, se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta
pesquisa, vocé podera buscar o direito de ser indenizado.
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Esta pesquisa atende as exigéncias das resolugdes 466/2012 e 510/2016 do Conselho Nacional
de Saude (CNS), as quais estabelecem diretrizes e normas regulamentadoras para pesquisas
envolvendo seres humanos.

O Comité de Ftica em Pesquisa (CEP) do Centro de Formacio de Professores (CFP) da
Universidade Federal de Campina Grande (UFCG) é um colegiado interdisciplinar e
independente de carater consultivo, deliberativo e educativo, que tem como foco central
defender os interesses e a integridade dos participantes voluntarios de pesquisas envolvendo
seres humanos e, consequentemente, contribuir para o desenvolvimento da pesquisa dentro de
padrdes éticos.

Vocé ficard com uma via rubricada e assinada deste termo e qualquer duvida a respeito desta pesquisa,
podera ser requisitada a Profa. Dra. Glaucia Verissimo Faheina Martins, ou ao Comité de Etica em
Pesquisas com Seres Humanos - CEP/CFP/UFCG, cujos dados para contato estdo especificados abaixo.

Dados para contato com o responsavel pela pesquisa
Nome: Glaucia Verissimo Faheina Martins
Institui¢io: UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
Endereco Pessoal: Rua: Elvira Cecilia dos Santos, 190, Planalto das mansdes, Cuité-PB.
Enderec¢o Profissional: Sitio Olho D'dgua da Bica, bloco dos Professores, sala F19, térreo
— Centro de Educacio e Saiide (CES), da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG), Campus Cuité.
Horirio disponivel: 8:00-12:00 E DE 14:00-18:00
Telefone: 3372-1900

Email: glaucia.verissimo@professor.ufcg.edu.br

Dados do CEP
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Formacio de Professores da
Universidade Federal de Campina Grande- CEP/CFP/UFCG, situado a
rua Sergio Moreira de Figueiredo, s/n, Bairro: Casas Populares,
Cajazeiras - PB; CEP: 58.900-000.

Email: cepefpufegez@gmail.com

Tel: (83) 3532-2075

Declaro que estou ciente dos objetivos e da importancia desta pesquisa, bem como a forma
como esta serd conduzida, incluindo os riscos e beneficios relacionados com a minha
participagao, e concordo em participar voluntariamente deste estudo.

LOCAL E DATA

Assinatura ou impressao datiloscopica do Nome e assinatura do responsavel pelo estudo

voluntario ou responsével legal



APENDICE B - INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

PROJETO: “PROSPECCAO DE NOVOS MARCADORES DIAGNOSTICOS
PARA O CANCER COLORRETAL E CONTRIBUICAO NA PREVENCAO DA
MORTALIDADE POR ESTA DOENCA NO SUS”

Pesquisadora responsavel: Prof.? Dra. Glaucia Verissimo Faheina Martins

1. Data da cirurgia: / /

2. Nome do paciente:

3. CAD:

4. Numeragao da amostra (PAC):
5. Sexo do paciente: F ( ) M( )

6. Idade do paciente:

7. Localizagao do tumor:

- Reto ( ) - colon esquerdo ( ) - colon transverso ( ) - colon direito ( )
8. Diferenciagao do tumor:

- Alta ( ) - moderada ( ) - baixa ( ) -nao-diferenciado ()

9. Tamanho do tumor (cm)

- maior que 5 cm ( ) —menor que 5 cm ( )

10. Metastase para orgaos linfaticos

- Sim ( ) -Nao ( )

11. Metastase para outros 61gaos:

- Sim ( ) - Nao ( )

Médico responsavel pela coleta de dados
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APENDICE C - QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS DE RNA E cDNA
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APENDICE D ~-THRESHOLD E CURVA DE MELTING NA AMPLIFICACAO DAS
LINHAGENS CELULARES QuantStudio 3 System

Amplification Plot
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Melt Curve Plot
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APENDICE E — THRESHOLD E CURVA DE MELTING NA AMPLIFICACAO DAS
AMOSTRAS TUMORAIS DOS PACIENTES 36 A 31 NO SOFTWARE QuantStudio 3 System

Amplification Plot
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Melt Curve Plot
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ANEXO | - CERTIFICADOS DE APRESENTACAO NO ENGENE 2023

EnGeNe  CERTIFICADO

o’-

Certificamos que o trabalho intitulado Expressdo diferencial do Kv10.1 em amostras de
pacientes com Cancer Colorretal revela seu potencial como marcador diagnéstico e
terapéutico de autoria de Yasmim Vieira Silva; Inaldo Santos Casado Candido; Alexandre
Rolim da Paz ,; Péricles José C Oliveira ,; Carmem Gabriela Gomes Figueiredo ,; Demetrius
Antonio Machado de Aratjo; Glaucia Verissimo Faheina Martins, foi apresentado na sessdo de
Posteres durante o Encontro de Genética do Nordeste, cvento realizado de 12 a 15 de novembro
de 2023, na cidade de Jodo Pessoa - PB.
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Dr. Carlos Hennque Salvxo Gadelha Meneses (UEPB)
Presidente do XXIV ENGENE
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Certificamos que o trabalho intitulado Potencial anticincer de novas moléculas por Docking
molecular no canal Kvl1.3 de autoria de Yasmim Vieira Silva; Juliano Carlo Rufino Freitas;
Demetrius Antonio Machado de Araijo; Glaucia Verissimo Faheina Martins, foi apresentado
na sessdo de Posteres durante o Encontro de Genética do Nordeste, evento realizado de 12 a 15
de novembro de 2023, na cidade de Jodo Pessoa - PB.
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