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Resumo

Céancer € uma doenca cujos casos descritos tem se elevado durante as
tltimas décadas. Causado por ceélulas tumorais que podem se originar por
instabilidade gendmica, por mutagdes, erro na sequéncia do ciclo celular,
sendo que proteinas de reparo tem papel fundamental na correcéo de erros,
evitando neoplasias. Uma destas proteinas € a KIN, descrita como
superexpressa em cancer de mama entre outros tumores analisados. Com o
objetivo de se analisar a expresséo da proteina KIN em cancer de bexiga, o
qual € o mais comum do sistema urogenital, a analise, em células de
carcinoma de bexiga humano (linhagem EJ30) em progressao de divisdo
celular, foi determinada. Foi observado que a superexpressao da proteina
KIN ocorre nos tempos entre Oh e 2h do inicio do ciclo celular, tempo este

gue deve ocorrer a proliferacéo celular.
Introducao

O cancer é uma doenca que ocorre tanto por fatores genéticos quanto
ambientais, os indices dessa doenca vém se elevando nas ultimas décadas
(PELUCCHI et al, 2006). O cancer de bexiga € o tipo mais comum do
sistema urogenital acometendo principalmente o0 sexo masculino
(PELUCCHI et al, 2006). A fim de evitar danos ao material genético,
proteinas de reparo com mecanismos especificos estdo presentes na célula,
e se relacionam com as etapas dos processos fisiolégicos, como o ciclo
celular (COHEN; WALKER, 2011). Dentre essas proteinas estd a KIN,
também conhecida como Kinl7. Essa proteina foi descrita primeiramente em
1989 em células de rato com o uso de anticorpos contra a proteina de reparo
RecA de Escherichia coli (ANGULO et al., 1989). A KIN ja foi descrita como
superexpressa diversas células tumorais (RAMOS et al., 2015). Estudos
moleculares vém avancando para identificagdo precoce e tratamento de
células tumorais (YOKOTA, 2000), com isso o0 estudo visa identificar a
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expressado da proteina KIN e identificagdo com o periodo do ciclo celular em
que encontra mais expressa.

Materiais e métodos

As células utilizadas foram de carcinoma de bexiga humano da linhagem
EJ30 (gentiimente cedidas pelo Dr Torsten Krude, Cambridge University,
UK). As células foram cultivadas meio RPMI em pH 7,4 com 10% de soro
fetal bovino e 1% de antibibticos (penicilina/estreptomicina) a 37°C e 5%
CO,. Para sincronizacdo, as células foram transferidas para placas com
laminulas em meio com 0,5% de soro fetal bovino durante 5 dias. Os
primeiros testes de sincronizacdo foram realizados em intervalos de tempo
entre Oh e 24h apos adi¢éo de 10% soro fetal bovino. Um intervalo de tempo
menor também foi testado de Oh a 2h. Foi adicionado 12uL de BrdU (5-
bromo-2’-deoxyuridine; Invitrogen) a 10mM, e a cada intervalo as células
foram fixadas com paraformoldeido 4% por 10 minutos. Apds a fixacao,
foram permeabilizadas com Triton X-100 0,5% por 10 minutos e bloqueadas
com BSA 3% e soro de cabra 20% por uma hora. Os anticorpos primarios
utilizados foram o anti-BrdU (Rat anti BrdU — Biorad) e anti-kin (mouse anti-
kin K58 — Santa Cruz Biotechnology) e os secundarios Alexa Fluor 594 (goat
anti rat - Molecular Probes) e Alexa fluor 488 (goat anti mouse- Molecular
Probes), além do DAPI (4°,6—diamidino-2-fenil-indol) para marcador de
acidos nucleicos. As laminulas foram montadas e observadas no
microscopio Olympus FSX100.

Resultados e Discussao

As primeiras analises foram realizadas nos intervalos de 4 e 8 horas, nos
quais ndo foram obtidos resultados que permitissem uma andlise mais
detalhada. Diante destes resultados, testamos intervalos menores de tempo:
Oh, 30min, 1h, 1h30min e 2h.

No tempo Oh, foi detectada a proteina KIN no citoplasma e no nucleo,
podendo indicar que as células ndo deveriam estar em periodo de
proliferagédo (Figura 1).

Figura 1 : Imunolocalizacédo da proteina KIN em células da linhagem EJ30 no tempo Oh. (A)
BrdU, (B) Proteina KIN. Barra: 32 um.

No tempo de 30 minutos, nota-se que a proteina esta predominantemente
localizada no nucleo, com a marcacdo de BrdU mais intensa (Figura 2). Esse
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resultado sugere que a KIN esta migrando do citoplasma para o ndcleo, o
gue pode indicar inicio da fase S do ciclo celular.

Figura 2 : Imunolocalizacdo da proteina KIN em células da linhagem EJ30 no tempo 30
minutos. (A) BrdU, (B) Proteina KIN. Barra: 32 um.

Apés 1h, verifica-se que a marcacdo da KIN é mais intensa no nucleo,
ocorrendo também um aumento na deteccdo do BrdU, como observado na
Figura 3. Neste tempo, é possivel que a célula esteja na fase de

proliferacao.

Figura 3 : Imunolocalizacdo da proteina KIN em células da linhagem EJ30 no tempo
1 hora. A) BrdU, (B) Proteina KIN. Barra: 32 um.

Analisando a Figura 4, no tempo de 1h30min, a intensidade da marcacgéo da
proteina € menor. Esse fato deve indicar o término da fase de proliferacéo,
no qual a célula deve estar com menor taxa de replicacao.

-

Figura 4 : Imunolocalizacédo da proteina KIN em células da linhagem EJ30 no tempo
1h30min. A) BrdU, (B) Proteina KIN. Barra: 32 um.

Analisando o ultimo tempo de 2h (Figura 5) tanto a proteina KIN quanto o
BrdU elevam sua intensidade, ou seja, voltam a se proliferar.
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Figura 5: Imunolocalizagéo da proteina KIN em células da linhagem EJ30
no tempo 2 horas. (A) BrdU, (B) Proteina KIN. Barra: 32 um.

Conclusodes

Os resultados obtidos até 0 momento apontam que possivelmente as células
de carcinoma de bexiga humano (linhagem EJ30) estdo em estagio de
proliferacdo celular aproximadamente em 1h, devido a maior deteccdo da
proteina KIN no nacleo e maior incorporacao do BrdU.
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