Efeito dos nucleotideos da adenina na proliferacao e
morte celular em cultura de células de carcinoma cervi
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INTRODUCAO

O cancer do colo do Utero é o segundo tipo de cancer
mais comum entre as mulheres em todo o mundo.

A infeccé@o pelo HPV e a supressao de mecanismos como
apoptose e adesdo celular, sdo fatores importantes na
carcinogénese cervicall, entretanto, o mecanismo pelo qual
as células transformadas pelo HPV resistem a apoptose ainda
ndo esta claro. Evidéncias indicam que a sinalizacédo
purinérgica pode ter efeitos troficos no crescimento e morte
celular na epiderme humana, e estd relacionado com
processos patoldgicos, incluindo o cancerz.

Estudos demonstram que os nucleotideos da adenina
podem ser citotdxicos para células tumorais, dependendo da
concentragdo®. Neste sentido, acredita-se que o ATP
extracelular exerce efeitos de toxicidade mediados por
apoptose, possivelmente via ativacdo de purinoreceptores
P2X,4.

OBJETIVOS

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito
dos nucleotideos da adenina na proliferagdo e morte celular,
em culturas de células de carcinoma cervical (SiHa, HelLa e
C33A).

MATERIAIS E METODOS

Cultura de células

Todas as linhagens celulares de carcinomas (SiHa, HelLa 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.,.

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 (2.000 células
por well), e apds atingirem confluéncia, foram expostas a
ATP, ADP, AMP e adenosina em diferentes concentracdes,
por 2h e 24h. Controles foram realizados com a adi¢do de
DMEM suplementado com 10% de SFB.

Apl6s 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 células viaveis em relagédo
ao controle .

Contagem celular
Ap6s tratamento com ATP 5mM por 24, 48 e 72h, as

células foram tripsinizadas e contadas em um hemocitdmetro.

Controles foram realizados com a adicdo de DMEM

suplementado com SFB 10%.

Foi realizado em paralelo, sob as mesmas condicoes, o teste

de viabilidade celular (MTT).

RESULTADOS
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Figura 1: Viabilidade celular apés tratamento com diferentes concentragées de
nucleotideos de adenina, por 2h e 24h, para a linhagem SiHa. *Indica diferenga
significativa em relagéo ao controle (p<0,05, determinado por Teste t).
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Figura 2: Contagem celular apés Figura 3: Viabilidade celular apés

tratamento com 5mM de ATP nos
diferentes tempos, para a linhagem SiHa.
*Indica diferenca significativa em relagéo
ao controle (p<0,05, determinado por

tratamento com 5mM de ATP nos
diferentes tempos (n representativo de
um experimento), para a linhagem
SiHa.

Teste t).
CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados preliminares com a linhagem SiHa,
demonstram uma reducdo significativa na proliferagdo
celular quando as células foram tratadas com ATP nas
concentragbes de 1, 2 e 5 mM (16,0, 24,8 e 47,8%,
respectivamente) e com AMP 1 e 2 mM (20,8 e 25,7%,
respectivamente) por 24 horas. Ndo foi observada nenhuma
reducéo significativa na proliferacéo celular com o tempo de
2 horas, em nenhuma das concentra¢bes de ATP, ADP,
AMP e adenosina testadas.

Com base nos resultados obtidos para a viabilidade
celular apés tratamento com ATP 5mM, em 24 horas (fig. 1),
investigamos o efeito deste nucleotideo na linhagem SiHa,
apés 24, 48 e 72h, através da contagem celular e MTT.
Observou-se uma reducdo significativa na contagem celular
nos tempos de 48 e 72 horas (49,6 e 78,8%,
respectivamente), essa reducéo foi proporcional ao tempo
de tratamento.

Considerando que os nucleotideos da adenina exibem
efeitos citotoxicos em células de cancer cervical, tais como
demonstrado neste estudo, estes podem ser considerados
compostos  importantes para a modulagdo do
desenvolvimento desta neoplasia e podem apresentar uma
aplicacao futura como alternativa na terapia anti-cancer.
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