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Resumo

Por ser uma doenca bastante variavel em nivel molecular, a incidéncia do
melanoma, forma agressiva de cancer de pele, estd aumentando de forma
constante. Mutacdo nos genes de reparo do DNA podem conduzir a varias
doencas, associadas ao desenvolvimento de tumores malignos. Dentre as
proteinas associadas ao reparo do DNA, a kinl7 é descrita com
superexpressdo em cancer de mama e associada a focos de replicagdo em
células em cultura de mamiferos. Essa proteina esta localizada associada a
cromatina e a matriz nuclear, e entre as suas fungcbes foram observados o
seu envolvimento no processo de iniciacdo da replicacao, recombinacédo e
reparo do DNA em mamiferos. Desse modo, a alteracdo na expressdo da
proteina kinl7 poderia estar relacionada a um fendtipo tumoral ou ser um
pré-requisito para o seu aparecimento. Sequéncias denominadas S/MARs
(Scalffold/Matrix Attachment Regions) promovem a associacdo do DNA a
matriz nuclear e estdo envolvidas na remodelagéo da cromatina e regulagcéo
da transcricdo. Assim, a analise do proteoma da matriz pode ser
considerada uma fonte na determinacéo de biomarcadores para o cancer.

Introducao

Melanoma, um tumor maligno originado dos melandcitos, pode evoluir
rapidamente de um lento crescimento até uma doenca metastica agressiva
com alta mortalidade (Jeffs, 2009). Regulacdo anormal ou de mutacdo nos
genes de reparo do DNA podem conduzir a diversas doencgas,
frequentemente associadas com a predisposicdo e o elevado risco de
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desenvolvimento de cancer, e isso ocorre devido ao fato de que as células
estdo constantemente submetidas a muitas lesbes no DNA. Proteinas
associadas ao reparo do DNA estédo entre os alvos dos tumores malignos
(Sarasin and Kauffman, 2008). Entre elas, a observacdo da proteina kinl7
em cancer de mama (Zeng, 2011), a qual encontra—se superexpressa nesse
tipo de tumor. A matriz nuclear tem uma identidade estrutural bastante
dindmica (Radulescu e Cleveland, 2010) e apresenta uma coOmpoSIi¢ao
diversificada de RNAs e proteinas, e sua composi¢cdo muda de acordo com o
tipo de célula, fase do ciclo celular e cancer. Desse modo, a analise do
proteoma da matriz nuclear € uma area de investigacdo promissora por ser
fonte de determinacao de biomarcadores para o cancer.

Materiais e métodos

Para a deteccao da proteina kinl7, as células de melanoma de camundongo
da linhagem B16F10-Nex2 e seus dois clones (B16F10-Nex2B e B16F10-
Nex2D) foram cultivadas em meio RPMI-1640 medium, pH 7.2, e a Melan A,
cultivada em meio RPMI-1640, pH 6.9, todas mantidas sob temperatura de
37°C e 8% CO,. Posteriormente, as células foram cultivadas em garrafas de
75 cm? e foi feita a extracdo das proteinas da matriz nuclear conforme
descrito em protocolo. Para andlise das amostras, as proteinas foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida e as proteinas separadas
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Western Blot). Apos a
retirada das membranas, foi realizada a etapa de bloqueio, e posteriormente, as
membranas foram incubadas com os anticorpos primarios, anti-kinl7 K58
(SC-32769 - Santa Cruz Biotechnology) e anti- CTCF (diluicbes 1:5000) e
secundarios goat anti-mouse HRP Dako, P0447, e goat anti- rabbit (diluicbes
1:10.000).

Resultados e Discussao

Com relacdo a expressao do anticorpo Anti — CTCF policlonal de coelho
(Anti — CTCF Polyclonal Antibody - Millipore), o resultado indicou que na
fracdo nuclear, a proteina foi detectada em todas as linhagens celulares,
com pouca diferenca de deteccdo das amostras. Com relacdo a matriz
nuclear, o sinal mais intenso encontrado foi detectado em Nex2 e Nex2D
(metastatica), apresentando menor deteccdo em MA e nenhuma em Nex2B
(n&o metastética). Essa proteina pode atuar como ativadora ou repressora
da transcricdo, e dessa forma, estad envolvida em diferentes aspectos da
regulacdo dos genes. Com relagdo a proteina kinl7, nossos resultados
indicaram que no nucleo a proteina foi detectada com pouca intensidade
apenas nas linhagens Nex2D e Nex2B. Por outro lado, a deteccdo da
proteina na matriz nuclear teve mais intensidade nas linhagens MA e Nex2,
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ou seja, apresentou uma atividade replicativa mais intensa, e pequena
diferenca de deteccdo das amostras em Nex2D e Nex2B, confirmando o
descrito por Freitas, (2004), o qual relata a linhagem de células
B16F10Nex2 heterogénea em relacdo a seu potencial metastatico (Figura
1).
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Figura 1. Fracdes nuclear (n) e da matriz nuclear (m) das proteinas CTCF e kinl7 nas linhagens
Melan A (MA), B16F10Nex2 (Nex2), B16F10Nex2D (Nex2D), B16F10Nex2B (Nex2B).

Conclusbes

A proteina kinl7 foi encontrada no nucleo e matriz nuclear, o que suporta a
participacdo da proteina na proliferacdo celular. Como as células ndo foram
sincronizadas em relagdo a fase do ciclo celular, a intensidade de detecgéo
das amostras esta relacionada a uma maior ou menor proliferacdo. Desse
modo, o estudo das células de melanoma sdo modelos para a identificacao
de alterac6es moleculares, visando identificar marcadores para o diagndstico
do cancer.
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