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O cancer do colo do utero € o segundo tipo de cancer mais comum entre as
mulheres em todo o mundo. A infeccao pelo HPV e a supressao de mecanismos como
apoptose e adesao celular, sao fatores importantes na carcinogénese cervical,
entretanto, o0 mecanismo pelo qual as células transformadas pelo HPV resistem a
apoptose ainda nao esta claro. Estudos demonstram que os nucleotideos da adenina
podem ser citotoxicos para células tumorais, dependendo da concentracdo. Neste
sentido, acredita-se que o ATP extracelular exerce efeitos de toxicidade mediados por
apoptose, possivelmente via ativacdo de purinoreceptores P2X,. Além disso, as " .
ectonucleotidases tém sido descritas como enzimas importantes em patologias como o Tratamento (mM) Tempo (horas)
cancer.

% Viabilidade celular

Figura 2: Viabilidade celular apds tratamento com diferentes Figura 3: Contagem celular apos tratamento com
concentracdes de ATP, ADP, AMP e adenosina por 24h, paraa 5mM de ATP nos diferentes tempos, para a linhagem
linhagem SiHa. Resultados s&o valores médios £ DP (n =5). ** SiHa. Resultados sdo valores médios £ DP (n =5). a
P <0,001 quando comparado ao controle, # P <0,05 quando vesus b vesus c versus d P < 0,05, a versus c

O objetivo deste estudo foi caracterizar a atividade de hidrélise dos nucleotideos da  comparado com outros tratamentos (ANOVA de uma via versusd P < 0,001 (ANOVA de uma via seguida pelo
: . . : ~ . seguido pelo teste Turkey). teste Turkey).
adenina e avaliar seus efeitos na proliferacdo e morte celular em cultura de linhagem
celular de carcinoma cervical (HeLa, SiHa e C33A).

Cultura de células

Todas as linhagens celulares de carcinomas (SiHa, HeLa e C33A), foram mantidas
em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), a 37°C
em 5% de atmosfera de CO.,.
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Determinacéo das atividades enzimaticas

Suspensodes de células (20.000 células por well) foram semeadas em placas de 24 Tempo (horas)
wells e ap(_)S, a_‘tmglrem COﬂﬂLJ.enCla, foram utilizadas para determinar as atividades Figura 4: Viabilidade celular apos tratamento com 5mM de  Figura 5: Perda da integridade celular determinada
ectonucleotidasicas em um meio contendo HEPES 50 mM, KCI 5,0 mM, NaCl 135 mM, ATP nos diferentes tempos, para a linhagem SiHa. Resultados  pela LDH liberada apés tratamento com ATP 5mM

sdo valores médios £ DP (n =4). avesus b vesus cversusd P nos diferentes tempos, para a linhagem SiHa.

€ g|lCOS€ 10 mM 1 pH 7’5’ em um volume final de 200 “l A reagéo fol iniciada pela < 0,05; a versus c versus d P < 0,001 (ANOVA de uma via Resultados séo valores médios £ DP (n = 4). * P <
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adicao de ATP, ADP e AMP (1 mM concentracao final). A reacao foi parada pela adicao  seguida pelo teste Turkey). 0,01 dquando Cor;parado a0 cotntrole; #EAFI:K;V:,SS
;- . _r A . . . . uando comparadao Ccom outros tempos e

de acido tricloroacético, sendo o Pi liberado medido colorimetricamente. A atividade SmaviasegupidapelotesteTurkey). i

enzimatica foi expressa nmol Pi liberado/min/mg de proteina. Controle ATP 5mMM Controle ATP 5mM

.

Dosagem de Proteina
A dosagem de proteina foi realizada pelo método de Comassie Blue, conforme
descrito por Bradford (1976).
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Viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada utilizando o ensaio de MTT (3-(4,5-dimethyl)-2,5
diphenyl tetrazolium bromide). As células foram semeadas em placas de 96 wells 48h
(2.000 células por well), e apos 48h de crescimento, foram expostas a ATP, ADP, AMP e
adenosina em diferentes concentracbes, por 2h e 24h. Controles negativos foram
realizados com a adicao de DMEM suplementado com 10% de SFB.

Apos tratamento, as células foram incubadas com 0,25mg/mL de MTT por 3h a 37°C.
Os cristais de formazan foram dissolvidos em DMSO e quantificados a 560 e 630nm
usando um multileitor de placas EnVision. Os resultados foram expressos como

porcentagem de ceélulas viaveis em relacao ao controle.
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Figura 6: Apoptose e necrose medida pela Anexina V (roxo) e incorporacao de IP (azul), células positivas
quantificadas por citometria de fluxo, apos tratamento com ATP 5mM por 24, 48 e 72h, para a linhagem
SiHa. Valores obtidos de 2 experimentos independentes.

Contagem celular

Apos tratamento com ATP 5mM por 24, 48 e 72h, as celulas foram tripsinizadas e
contadas em um hemocitometro. Controles foram realizados com a adicao de DMEM
suplementado com SFB 10%. Foi realizado em paralelo, sob as mesmas condicoes, 0
teste de viabilidade celular (MTT).

Os estudos com as linhagens SiHa, HeLa e C33A demonstram que as
mesmas apresentam atividades de hidrolise dos nucleotideos ATP, ADP
e AMP, sendo lineares até 40 min de incubacdo e cation dependentes
(Mg?* 4mM) (Resultados ndo mostrados).

Em relacao aos efeitos dos nucleotideos da adenina, resultados com a
linhagem SiHa, demonstram uma reducéo significativa na proliferacao
celular quando as células foram tratadas com ATP 5 mM por 24 horas
(37%). Nao fol observada nenhuma reducao significativa na proliferacao
celular durante um periodo de incubacao de 2 horas.

Com base nos resultados obtidos para a viabilidade celular apos
tratamento com ATP 5mM, em 24 horas, investigamos o efeito deste
nucleotideo apos 24, 48 e 72 horas, através da contagem celular e MTT.

Houve uma reducao significativa no numero de células nos tempos
48h e 72h, que foi proporcional ao tempo de tratamento com ATP 5mM
(46% e 81%, respectivamente).

Uma vez que a LDH foi liberada de forma significativa apenas apos
72h de tratamento, provavelmente necrose nao seja o0 principal
mecanismo pelo qual o ATP induz citotoxicidade na linhagem SiHa. Isto
foi confirmado pela incorporacdo de anexina V e IP, que mostraram gue o
ATP provoca a morte celular principalmente por apoptose (coloracéao
positiva - anexina), mas nao por necrose (coloracao com IP).

Considerando que o0s nucleotideos da adenina exibem efeitos
citotoxicos em células de cancer cervical (SiHa), tais como demonstrado
neste estudo pelo ATP, estes podem ser considerados compostos
Importantes para a modulacdo do desenvolvimento desta neoplasia e
podem apresentar uma aplicacao futura como alternativa na terapia anti-
cancer.

LDH (Lactato Desidrogenase)

A perda da integridade da membrana foi medida através de liberacao de lactato
desidrogenase (LDH), com o Kit Liquiform da Labtest Diagndstica (Minas Gerais,
Brasil). Resultados foram expressos como porcentagem de LDH liberada, sendo
comparada com a atividade de celulas lisadas com 0,5% de Triton X-100.

Incorporacao de Anexina V e lodeto de Propidio (IP)

A externalizacao de fosfatidilserina (PS) foi determinada pelo método da Anexina V -
FITC (Santa Cruz Biotecnologia, Inc.) de acordo com o protocolo do fabricante. Culturas
de SiHa tratadas ou nao com ATP 5mM por 24, 48 e 72h, foram tripsinizadas,
centrifugadas por 6 minutos a 18.000 rpm e o sobrenadante descartado. O pellet foi
suspenso com 150uL de tampao do kit e incubadas com anexina 0,75uL e IP
15uL/amostra por 15 min em temperatura ambiente no escuro e analisadas em
citbmetro de fluxo Guava EasyCyte, usando o software Guava EasyCyte para analise.
Cisplatina fol usada como controle positivo para apoptose e Triton X-100 foi usado
como controle positivo para necrose.
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Figura 1. Curva de hidrélise de ATP, ADP e AMP em funcéo do tempo, em cultura de células de cancer cervical, SiHa (A),
HelLa (B) e C33A (C). Resultados sao valores médios £ DP (n = 4).
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