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Resumo

A leucemia Mieldide Cronica (LMC) é caracterizada, na ampla maioria dos casos, pela transloca¢do
entre os cromossomos 9 e 22 t(9:22) (q34;11). Essa fusdo resulta na producdo de uma oncoproteina
denominada BCR-ABL (Ph+). O imatinibe é o farmaco de primeira escolha no tratamento da LMC,
atuando como inibidor seletivo da BCR-ABL-tirosino-quinase, através da competicao pelo sitio ativo
do ATP. A sinalizacdo purinérgica, ja descrita por seu papel relacionado a neoplasias malignas, estd
envolvida na modulacdo de nucleotideos como o ATP, ADP e AMP, através da acdo sequencial de
enzimas como as NTPDases e ecto-5"-nucleotidase (CD73). Sendo assim, o objetivo desse trabalho
foi caracterizar a expressdao e a funcionalidade de componentes do sistema purinérgico, em
linhagem celular K-562 (Ph+) e em uma fragdo celular linfomononuclear controle, apds tratamento
com imatinibe.

Métodos: A expressdo das enzimas da familia das NTPDases e ecto-5"-nucleotidase foi avaliada em
linhagem K-562 (Ph+), através da técnica de RT-PCR, antes e apds 24 e 48 horas de tratamento com
imatinibe. Como controle ndo tumoral foi utilizada uma fracdo linfomononuclear periférica de
individuos sadios. A atividade de hidrdlise dos nucleotideos (ATP, ADP, UDP e AMP) foi determinada
utilizando o método colorimétrico baseado na liberagdo de fosfato inorganico.

Resultados: Os resultados obtidos demonstram um aumento significativo na atividade de hidrdlise
dos nucleotideos testados na linhagem K-562 (Ph+), quando comparada com a fragao
linfomononuclear, principalmente apds 24h de tratamento. Corroborando com estes dados, a
expressao das NTPDases 2, 3, 5 e 6 foi superior em células K-562 (Ph+), em comparacdo a fragao
linfomononuclear, podendo justificar a maior atividade de hidrélise encontrada nesta linhagem.

Conclusdo: Os resultados obtidos demonstram que a linhagem K-562 (Ph+) expressa as NTPDases 1,
2, 3,5, 6 e a ecto-5'nucleotidase (CD73), responsaveis pela modulacdo dos niveis de nucleotideos
extracelulares e apresentam diferenca na expressiao em relagdo as células linfomononucleares.
Além disso, apds tratamento com imatinibe, houve aumento tanto da expressdo como na atividade
de hidrdlise dos nucleotideos indicando um possivel efeito de ativacdo destas enzimas em resposta
ao ATP acumulado que é deslocado por este farmaco.
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1. INTRODUCAO

Aleucemia mieldide cronica (LMC) é uma neoplasia mieloproliferativa, caracterizada
por uma expansado clonal das células tronco hematopoéticas pluripotentes, levando ao
acumulo de células da linhagem mieldide na medula déssea, sangue periférico e locais
extramedulares [1,2]. A doencga, na ampla maioria dos casos, se caracteriza pela presenca
de uma anormalidade citogenética especifica, cromossomo Philadelphia (Ph+) resultante
da translocacdo do oncogene ABL no cromossomo 9 e do gene BCR no cromossomo 22,
t(9;22) (934; q11). Essa fusdo cromossomal resulta em uma oncoproteina com atividade
tirosina quinase potencializada e desregulada, responsavel pela diferenciacio e
proliferacdo das células malignas [3]. Segundo dados do Instituto Nacional do Cancer dos
Estados Unidos, a LMC é mais frequentemente diagnosticada entre as pessoas com idades
entre 65 e 74 anos, e sua incidéncia é de 1-2 casos por 100.000 habitantes por ano [4].
Segundo dados do INCA, para o Brasil sdo esperados 10.070 novos casos de leucemia em
2016 [5].

Os primeiros tratamentos para LMC incluiam quimioterapicos como bussulfan e
hidroxiuréia, que eram empregados somente como tratamento paliativo para os sintomas,
pois melhoravam a qualidade de vida dos pacientes, mas sem cura-los [1]. Com o passar do
tempo, outras opgdes de tratamento surgiram, como interferon-a, inibidores de tirosina
qguinase (ITQ) e transplante de células tronco hematopoéticas, sendo este Ultimo a Unica
forma de curar a doencga [2]. Aintroducdo dos ITQ modificaram drasticamente o tratamento
e a sobrevida dos pacientes com LMC melhorando a taxa de sobrevida em
aproximadamente 10 anos. Estes farmacos utilizam moléculas de sinalizagao intracelular
como terapia-alvo [6].

O mesilato de imatinibe (Glivec®), primeiro inibidor da tirosina quinase aprovado
pelo Food and Drug Administration (FDA), consiste na primeira linha de tratamento para
LMC [7]. Ele induz uma remissdao hematoldgica em 99% dos pacientes e citogenética em
74% apos 12 meses de tratamento. Sua agdo ocorre através da competicao pelo receptor
celular de ATP no dominio tirosina quinase de ABL, impedindo a habilidade desse
cromossomo em transferir grupos fosfato do ATP e residuos de tirosina fosforilada, o que
previne a transducado de sinais para a proliferagdo celular e apoptose [8]. Este medicamento
inibe outras proteinas envolvidas na sinalizagdo, como o receptor de crescimento derivado
de plaquetas (PDGR) e fator estimulante das células germinativas pluripotentes (SCF), mas
nao inibe outras tirosinas quinases, como as proteinas que apresentam muta¢dao em T315I
de Abl, uma das responsdveis pela resisténcia terapéutica [9].

Os nucleotideos extracelulares da adenina, como o ATP (adenosina 5’trifosfato) e
ADP (adenosina 5’difosfato), atuam como moléculas de sinalizacdo celular através de sua
ligacdo a receptores purinérgicos P2 (subtipos P2X e P2Y). Além disso, estdo associados com



diversos processos biolégicos, como estimulacdo ou inibicdo de morte celular, proliferacao,
migracdo, diferenciacdo, secrecdo de fatores de crescimento e quimiocinas inflamatérias,
sendo assim relacionados com o cancer [10, 11]. Os niveis destes nucleotideos sdo
modulados por uma cascata de hidrdlise constituida por diversas enzimas, chamadas de
ectonucleotidases. Esta cascata inclui membros das familias E-NTPDases (ecto-nucleosideo
trifosfato difosfohidrolase), os quais hidrolisam nucleotideos tri e difosfatados; E-NPPS
(ecto-nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase); AP (ecto-fosfatase alcalina) e enzima
ecto-5'nucleotidase (CD73), que hidrolisa o AMP gerado pela hidrélise de ATP e ADP [12].

As NTPDases constituem uma familia de 8 membros ja clonados e caracterizados.
Eles possuem cinco regides altamente conservadas na sequéncia de aminoacidos
relacionados com o sitio catalitico e apresentam dependéncia de cations divalentes, como
Ca%* e Mg?*, para sua atividade maxima. Dentro dessa familia, as NTPDases 1, 2, 3 e 8
possuem 2 dominios transmembrana e apresentam sitio catalitico voltado ao meio
extracelular. A NTPDase 1 hidrolisa ATP e ADP na mesma proporc¢ao, ja a NTPDase 2
apresenta grande preferéncia pelo ATP. As NTPDases 3 e 8 possuem preferéncias
intermediarias de ATP, causando um leve acumulo de difosfonucleosideos. As NTPDases 5
e 6 possuem somente um dominio transmembrana, estdo localizadas no meio intracelular
e podem ser clivadas proteoliticamente e liberadas para o meio extracelular. A NTPDase 5
apresenta preferéncia pelos nucleotideos difosfatados e baixa afinidade para degradacao
dos nucleotideos trifostatados. As NTPDases 4 e 7 estao localizadas exclusivamente no meio
intracelular [13]. A ecto-5'nucleotidase (CD73) possui dois dominios transmembrana, e é
responsavel pela degradacdao de AMP em seu respectivo nucleosideo. Além disso, também
tem sua atividade potencializada por cétions divalentes, principalmente por Mg?* [14].

O papel das ectonucleotidases no cancer tem sido abordado na literatura. Estudos
em cancer endometrial, por exemplo, indicam que ha uma relacdo entre o aumento da
expressao e da atividade das NTPDases com o aumento da progressao tumoral, em
amostras de bidpsias de pacientes com esta patologia [15]. Além disso, o estudo da
sinalizacdo purinérgica ja foi avaliado em diversas linhagens celulares, como cancer de
bexiga, cancer cervical, cancer cerebral [16, 17, 18]. Porém, ha poucas informagdes sobre o
papel da sinalizacdo purinérgica em leucemias, especialmente na LMC. Ha relatos que
demonstram o aumento da metabolizacdo do ATP e ADP em linfécitos de pacientes com
leucemia linfoblastica aguda [19].

Considerando a importancia da sinalizacdo purinérgica no cancer, e a a¢ao do
imatinibe sobre um sitio de ligacdo de ATP nas células leucémicas Ph+, o objetivo deste
trabalho foi caracterizar a expressao e funcionalidade de membros da familia das NTPDases
e ecto-5'nucleotidase (CD73) em linhagem celular K-562 (Ph+) e em uma fracdo
linfomononuclear.



2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Cultura de células

Foi utilizada a linhagem celular K-562 (Ph+) obtidas do Banco de células do Rio de
Janeiro (BCRJ, Rio de Janeiro, RS, Brasil). As células foram cultivadas em meio RPMI-1640
(Sigma-Aldrich) suplementado com 10% soro fetal bovino (Gibco) e 0,5U/mL
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich) e incubadas a 37°C em 5% CO,. Como controle
foram isoladas células da fracao linfomononuclear de sangue periférico de individuos sadios
obtidas através do gradiente de densidade Ficoll-Histopaque (Sigma-Aldrich). O projeto foi
aprovado junto ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, sob o nimero 91.564.

2.2 Tratamento com imatinibe

Inicialmente, a fim de determinar o ICso, as células K-562 (Ph+) foram plaqueadas
(10.000 células/poco) em placas de 96 pocos, e apds 24 horas foram tratadas com
diferentes concentracdes de imatinibe (0,21uM — 10,0 uM), durante 24 e 48 horas. A
contagem das células viaveis foi realizada por citometria de fluxo (Citbmetro FACSVerse™).
A concentracdo de 1uM (ICso em 48 horas) foi escolhida para ser utilizada nos demais
experimentos (Waechter F, et al., dados n3o publicados). As células (1x10°%/garrafa) foram
transferidas para garrafas de 25cm? e tratadas com imatinibe durante 2, 6, 24 e 48 horas.

2.3 RT-PCR

O RNA total foi isolado a partir das culturas celulares utilizando-se Trizol (Life
Technologies Carlsbad, Calif, USA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Os cDNAs
foram sintetizados a partir de 5 ug de RNA total, utilizando-se transcriptase reversa M-MLV
(Promega, Madison, Wisconsin, EUA), e primer randémero hexamero. A seguir, foi utilizado
1uL do produto da reacdo de RT (cDNA), 1,0 uL de cada par de primer (10uM) e 1,25
unidades de TagDNA Polimerase em um volume final de 25uL. As informacdes relativas aos
primers utilizados encontram-se descritas na tabela 1. A reagao foi realizada utilizando-se
35 ciclos, e suas condi¢des foram as seguintes: 1 min a 95°C, 1 min a 94°C, 1 min a
temperatura de anelamento de cada par de primer especifico, 1 min a 72°C e uma extensao
final de 10 min a 72°C. Os produtos da reagao foram analisados em gel de agarose 1,5%
contendo 2,5ulL Gel Red e visualizados em luz ultravioleta. Foi utilizado o gene da B-actina
como normalizador da medida da qualidade de extracao do RNA.

A quantificacdo das bandas foi realizada através da densitometria utilizando
software Imagel. Para a construcdo dos graficos da quantificacdo foi utilizada a razao da
densitometria das bandas de amplificagio enzima/Bactina considerando unidades
arbitrarias. Como controles positivos foram utilizadas linhagens celulares HaCaT e SiHa com



expressdo conhecida das NTPDases e ecto-5'nucleotidase (CD73) ja descritas na literatura
[17].

2.4 Hidrolise dos nucleotideos

As células foram lavadas duas vezes com tampdo de incubacdo e o método de
Bradford foi utilizado para determinar a quantidade de proteina [20]. As suspensdes
celulares foram diluidas para uma concentracdo final de proteina de 4pug/mL. Foi realizada
uma pré-incubag¢ao durante 10 minutos a 37°C, contendo as suspengdes celulares e o meio
de reacdo composto por 120mM NaCl, 5mM KCl, 60mM Glicose, 0,5mM CaCl2, 50mM Tris-
HCI, pH=8 (ATP, ADP, UDP) e 120mM NaCl, 5mM KCI, 60mM Glicose, 1ImM MgCl2, 50mM
Tris-HCI, pH=8 (AMP). A reagao foi iniciada pela adigdo de ATP, ADP, UDP (concentragao
final 3mM) para determinar a atividade das NTPDases e AMP (concentracdo final 3mM)
para o ensaio da ecto-5'nucleotidase (CD73) [21]. A reacdo foi interrompida apds 60
minutos, por adicdo de acido tricloroacético (TCA) a 10%. As amostras foram incubadas em
gelo durante 10 minutos antes do ensaio de liberacdo de fosfato inorganico (Pi), utilizando
verde de malaquita como reagente colorimétrico [22]. Para eliminar a hidrdlise nao-
enzimatica do substrato, foram realizados controles contendo os nucleotideos e o tampdo
de reagdo. A atividade especifica foi expressa por nmol Pi/mg de proteina/min [21]. Os
experimentos foram realizados trés vezes (n=3) com amostras em triplicata.

2.5 Integridade celular

Para garantir a integridade celular durante os experimentos, foi realizada a contagem
celular utilizando o método de exclusdao com o corante azul de tripan.

2.6 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados através da andlise de variancia (ANOVA), seguida do
teste de Tukey e teste t-Student. O software utilizado foi o GraphPad Prism. Foram
considerados valores significativos quando p<0,05.

3. RESULTADOS
3.1 Expressao das NTPDases e ecto-5'nucleotidase (CD73) e atividade de hidrélise

Inicialmente, foram avaliados os niveis de expressdao de mRNA das enzimas
NTPDases e ecto-5'nucleotidase (CD73) na linhagem celular K-562 (Ph+) e em células
linfomononucleares (Figura 1A e 1B). Os resultados demonstram que a linhagem celular K-
562(Ph+) expressa todas as NTPDases investigadas. Além disso, as NTPDase 2, 3,5 e 6
apresentam uma expressdao superior em K-562(Ph+), quando compara a células



linfomononucleares normais. Ao contrdrio, a expressao da NTPDase 1 é significativamente
inferior na linhagem neoplasica quando comparada com a fracdo linfomononuclear.

Para avaliar a funcionalidade destas enzimas, determinamos a atividade de hidrélise
dos nucleotideos ATP, ADP e AMP e UDP em linhagem K-562(Ph+) (tabela 2). Os resultados
indicam que ha um aumento significativo nestas atividades de hidrdlise para todos os
nucleotideos de adenina e UDP na linhagem K-562(Ph+) quando comparado a células
linfomononucleares. Estes resultados de atividade de hidrélise aumentada nas células K-
562(Ph+), principalmente em relagdao ao ATP, corroboram com uma expressao génica
também elevada para a NTPDase 2, conhecida pela preferéncia por hidrolisar este
nucleotideo.

Para assegurar a integridade celular durante os experimentos de atividade de
hidrodlise, foi realizada a contagem celular utilizando-se o azul de tripan e ndo foram
observadas altera¢Ges na viabilidade celular apds a incuba¢cdo com meio reacional (dados
ndo demostrados).

Considerando que a expressdo da NTPDase 5 também foi maior nas células
leucémicas K-562(Ph+), e sua preferéncia por hidrolisar nucleotideos difosfatados, além de
determinarmos a atividade de hidrdlise do ADP, avaliamos também sua acdo sobre o
nucleotideo UDP. Conforme demonstrado na tabela 2, de forma semelhante ao encontrado
para a expressao, as atividades de hidrolise de ADP e UDP apresentam um aumento
significativo em relagdo a células linfomononucleares normais, e, portanto, indicam que
estd enzima possa estar envolvida no metabolismo de dinucleotideos em células
leucémicas.

Com relagdo a expressao da ecto-5'nucleotidase (CD73), observamos que as duas
linhagens estudadas apresentam expressdo desta proteina pela andlise por RT-PCR.
Entretanto, a atividade de hidrélise para AMP foi significativamente maior em células K-562
(Ph+) e, portanto, estes resultados devem ser melhor investigados.

3.3 Efeito do tratamento com imatinibe

Para melhor investigar o efeito do imatinibe sobre a hidrdlise dos nucleotideos (ATP,
ADP, UDP e AMP), foram realizadas curvas de tempo de tratamento, em 2, 6, 24 e 48 horas.
Apds cada periodo, as células foram incubadas com os diferentes nucleotideos conforme
descrito em material e métodos. Na tabela 3 apresentamos os resultados do tratamento
em células linfomononucleares normais, enquanto que na tabela 4 descrevemos os
resultados em células K-562 (Ph+). Foi observado um aumento significativo na hidrdlise de
todos os nucleotideos testados apds 24 horas em células K-562 (Ph+). Além disso, para a
hidrolise do ATP e ADP este efeito ja pode ser observado apds 6 horas de tratamento,



guando comparado a células K-562(Ph+) ndo tratadas. Apds 48 horas, de tratamento,
entretanto, esta atividade diminui, em relacdo aos tratamentos de 6 e 24 horas retornando
para niveis basais. A hidrdlise de AMP é a menos eficiente na linhagem celular de LMC,
porém apds 24h de tratamento pode-se observar um aumento significativo desta hidrdlise.

Quando investigamos o efeito do imatinibe sobre a expressdo a nivel de mRNA das
NTPDases e ecto-5'nucleotidase (CD73), encontramos um aumento significativo na
expressdo das NTPDases, nas células K-562(Ph+) tratadas por 24 horas (Figura 2). Com
relacdo ao tratamento por 48 horas, o imatinibe parece ndo alterar a expressdo das
NTPDases, visto que o padrdo de expressao foi semelhante ao das células ndo tratadas, com
a excegdo da NTPDases 2 e 3, que apresentaram um aumento. Com relagdo a expressao das
NTPDases em linfomononucleares humanos, os resultados estdo de acordo com os
encontrados para atividade de hidrdélise dos nucleotideos, em que ndo foram observadas
alteracgodes significativas apds tratamento (Figura 2).

4. DISCUSSAO

Diversos estudos ja demonstraram a relacdo das NTPDases com mecanismos de
progressdo tumoral, entretanto ndo existem estudos relacionando a sinalizacdo
purinérgica, nem sequer como quimioterdpicos poderiam modular a expressdo e
funcionalidade de componentes desta sinalizagdo em LMC. Tendo em vista que o imatinibe
atua através da ligacdo competitiva ao sitio ativo de ligacdo do ATP da proteina BCR-ABL,
inibindo a fosforilagdo de proteinas envolvidas na transdugao de sinais necessarios para a
proliferacao celular e apoptose, este farmaco pode estar relacionado com a sinalizagao
purinérgica. Quando ocorre a interagao do imatinibe com o sitio catalitico da proteina BCR-
ABL, ndo acontece a ligacdo da molécula do ATP, havendo assim, a inibicdo da proteina e
evitando a fosforilagdo do substrato [8]. Como consequéncia, o ATP fica disponivel no meio
celular.

Diante dos resultados apresentados, podemos perceber um perfil de atividade e
expressdao das NTPDases superior na linhagem de LMC em compara¢dao com células
linfomononucleares, com exce¢do da NTPDase 1 que parece estar mais expressa em células
linfomononucleares, e ecto-5'nucleotidase (CD73) que ndo apresentou alteracdo
significativa. Ja existem estudos na literatura correlacionando a a¢ao conjunta dessas duas
enzimas em diversos tipos de cancer e parecem estar relacionadas com a resposta imune,
através da modulacdao de ATP extracelular[23]. Além disso, a expressao de NTPDase 1 j3a
esta descrita em células mononucleares de pacientes saudaveis [24], que esta de acordo
com nossos achados. Entretanto, nossos resultados indicam que a patologia da LMC,
independente da acdo do imatinibe, por si sé ja apresenta um aumento da sinalizacao
purinérgica.



Quando avaliamos o efeito do tratamento com imatinibe na linhagem celular K-562
(Ph+), podemos observar um aumento significativo na hidrdlise de nucleotideos ATP e ADP
apos 6 e 24 horas, e para os nucleotideos AMP e UDP sé houve diferenca estatistica apds
24 horas de tratamento, comparando-se com células ndo tratadas. Além disso, podemos
observar que esse aumento da atividade enzimatica em K-562 (Ph+) apds o tratamento com
imatinibe, ndo ocorre na fracdo linfomononuclear, visto que o efeito do imatinibe deve ser
dependente da ligacdo deste farmaco ao sitio ativo da proteina BCR-ABL, que ndo esta
presente em linfomononuclear. Sendo assim, ap6s a ligacdo do imatinibe ao sitio ativo do
ATP na proteina BCR-ABL, ocorre um acumulo de ATP que provavelmente leva a ativacao
da cascata de degradacdo deste nucleotideo.

Este aumento da degradacdo do ATP nas primeiras horas apds o tratamento com
imatinibe sugere o envolvimento das NTPDases 1 e 2, ja que essas enzimas tem a
preferéncia por nucleotideos trifosfatados. Nossos achados demostram que a NTPDase 1
estd presente tanto na linhagem celular K-562(Ph+), como também na fragdo
linfomononuclear. Esse resultado corrobora com a literatura encontrada, visto que a
NTPDase 1 ja esta descrita para pacientes normais e estd relacionada com a resposta
imune[24]. A NTPDase 1 vem sendo estudada como um possivel marcador de progndstico
em leucemia, como é o caso na Leucemia Linfocitica Crbonica que, em um estudo,
apresentou a expressao significativamente aumentada desta enzima em linfécitos T no
sangue periférico em comparacdo com controles saudaveis. Os niveis mais elevados foram
associados com estdgios avancados da doencga e interagiram negativamente com tempo
para o primeiro tratamento [25]. O aumento da hidrélise de ATP na linhagem celular K-562
(Ph+), pode estar relacionado também com a atuagdo das NTPDases 2 e 3, uma vez que
encontramos a expressao dessas enzimas somente nas células tumorais. Existem poucos
estudos na literatura sobre estas NTPDases. Os achados indicam que a NTPDase 2 parece
ter envolvimento com resposta inflamatéria em células de astrdcitos, oriundas de ratos
[26]. A co-expressdao das NTPDases 1 e 2 esta relacionada com o crescimento tumoral no
Tumor de Walker, que também é proveniente destes roedores [27]. Entretanto, o papel das
NTPDases 2 e 3 parece ser de grande importancia no entendimento do sistema purinérgico
na LMC, tendo em vista que estas enzimas sdao expressas somente na linhagem tumoral
investigada, e ndao em linfomononucleares. Portanto, mais estudos precisam ser
desenvolvidos para seu melhor entendimento nesta neoplasia.

Nossos resultados ainda demonstram que ha um aumento da taxa de hidrélise de
ADP e UDP, o que pode estar relacionado com atividade enzimatica de outra NTPDase. A
principal enzima que apresenta preferéncia pelos nucleotideos difosfatados e baixa
afinidade pela degradacdo dos nucleosideos trifosfatados é a NTPDase 5, que também estd
descrita como uma enzima sollvel. Até o momento, esta enzima é a Unica descrita como
sendo um proto-oncogene, também conhecido como PCPH [14, 28]. Este dado correlaciona



com o nosso achado, onde a linhagem tumoral K-562(Ph+) apresenta expressdao aumentada
de NTPDase 5. Essa enzima estd relacionada com um importante link no loop de sinalizacao
da via PI3K/PTEN, que promove a sobrevivéncia e o crescimento celular e que
frequentemente estd ativa nas células tumorais. Também estd relacionada com a ativagao
da via AKT, a qual desempenha um papel critico no desencadeamento do efeito Warburg,
mesmo na presenca de oxigénio, aumentando os niveis de lactato e a producdo de
moléculas importantes para proliferacao celular, favorecendo a angiogénese e a metastase
[12]. Essas duas vias estdo relacionadas com a transformacgdo maligna mediada pela
proteina BCR-ABL na LMC [8]. A expressdo da NTPDase 6 foi encontrada aumentada na
linhagem celular K-562 (Ph+) em relagdao a células linfomononucleares. Apesar da
preferéncia por nucleotideos difosfatados, como GDP e IDP, essa enzima também utiliza
UDP como substrato, podendo, assim, estar relacionada com a degradacdo de UDP
encontrada.

Cabe ressaltar ainda, que nao foi observada nenhuma alteragdo na expressao génica
da ecto-5'nucleotidase (CD73) apds tratamento com imatinibe, tanto em células K-562(Ph+)
guanto em linfomononucleares. Nossos resultados demonstram, portanto, que de forma
geral, as células K-562(Ph+) sdo sensiveis ao tratamento com imatinibe, modulando a
expressdo a nivel de mRNA de membros da familia das NTPDases aqui estudados, e
atividades de hidrdlise, enquanto que nenhum efeito significativo foi observado em células
linfomononucleares.

5. CONCLUSAO

Assim, neste trabalho foi demonstrado que a linhagem tumoral K-562(Ph+) expressa
as NTPDases 1, 2, 3, 5, 6 e a ecto-5'nucleotidase (CD73), enzimas estas responsdveis pelo
controle dos niveis de nucleotideos extracelulares e apresentam diferenca na expressao em
relacdo a células linfomononucleares. O tratamento das células K-562(Ph+) com imatinibe
demonstrou um aumento tanto da expressdo como na atividade de hidrdlise dos
nucleotideos, principalmente apds 6 e 24 horas de tratamento, indicando um possivel efeito
de ativacdo destas enzimas em resposta ao ATP acumulado que é deslocado por este
farmaco. Entretanto mais estudos sao necessarios para melhor compreensao do sistema
purinérgico nessa patologia.
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Tabela 1. Sequéncia de primers das ectonucleotidases e B-actina.

Gene Sequéncia (5’=3’) Temperatura de Tamanho do
anelamento (°C) fragmento (pb)

NTPDasel F CTACCCCTTTGACTTCCA 62 176
NTPDasel R CTCCCCCAAGGTCCAAAG
NTPDase2 F CTCCTACTGCTGTGCGTCC 60 206
NTPDase2 R TGTCGTTCTCCTTGTCTGCC
NTPDase3 F TACCGAACTCCAACCATCA 58 310
NTPDase3 R CCTTGACTTTTTGCATACA
NTPDase5 F CAGGTCAGCTGCATGGCCACA 62 226
NTPDase5 R TCCAGGGCTCCCAGGGTTGC
NTPDase6 F CAGCTGCAGACGGGCACGAG 60 154
NTPDaset R GCAGAAAGACCTGGCTTCAGTGCT
ECTO-5' F CTCTTGCAACACCCATGTGC 58 225
ECTO-5’'R ACAGCTAATGCCGTGTGTCA
B-actina F TATGCCAACACAGTGCTGTCCTGG 58 210

B- actinaR

TACTCCTGCTTCCTGATCCACAT




Tabela 2. Hidrélise dos nucleotideos de adenina e UDP em linhagem celular K-562 (Ph+) e células
linfomononucleares (LMN).

ATP ADP AMP ubDP
LMN 25,20+ 3,85 21,26 +1,70 4,80 £ 2,56 11,77 £ 2,03
K-562 (Ph+) 55,45+ 0,97* 33,39 £5,25* 15,12 + 2,75* 55,35+ 3,65*

Nota: Os valores médios + DP sdo expressos em relacdo a atividade especifica em nmol de Pi liberado/min/mg
de proteina. Os valores sao representativos de 3 diferentes experimentos em triplicata. Os dados foram
comparados por teste t-Student. *p<0,05, representa diferenca estatistica quando as células K-562 (Ph+) foram
comparadas com células linfomononucleares (LMN).



Tabela 3. Hidrélise dos nucleotideos de adenina e UDP em células linfomononucleares (LMN) apéds o

tratamento com imatinibe.

ATP ADP AMP UDP
LMN 2520+3,85 21,26+1,70  4,80+2,56 11,77 +2,03
LMN + 2H imatinibe 28,86+ 0,79  22,76+0,62  568+0,63 16,00+ 4,46
LMN + 6H imatinibe 27,08+1,44  23,74+152  575+1,42 1584 +7,82
LIMN + 24H imatinibe 2865+0,80  21,26+2,15  4,17+0,10  18,01+5,27
LMN + 48H imatinibe 19,90+3,62 19,45+1,75  7,16+0,28  14,43+0,53

Nota: Os valores médios + DP sdo expressos em relacdo a atividade especifica em nmol de Pi liberado/min/mg
de proteina. Os valores sao representativos de 3 diferentes experimentos em triplicata. Os dados foram
comparados por ANOVA seguida pelo teste Tukey’s. *p<0,05, representa diferenga estatistica quando as
células linfomononucleares (LMN) tratadas com imatinibe foram comparados com células n3o tratadas.



Tabela 4. Hidrdlise dos nucleotideos de adenina e UDP em linhagem K562(Ph+) apds o tratamento

com imatinibe.

ATP ADP AMP ubP
K-562 55,45+ 0,97 33,39+5,25 15,12 £ 2,75 55,33+3,6
K-562 + 2H imatinibe 55,79+4,94 36,25+ 1,92 17,17 £ 3,58 64,53+ 3,34
K-562 + 6H imatinibe 94,97 + 2,60* 87,04 + 1,50* 21,58+1,0 59,23 +1,30
K-562 + 24H imatinibe 83,74 + 4,59* 88,23+ 5,35* 53,42+ 1,08* 93,47+ 5,27*
K-562 + 48H imatinibe 61,13+1,12 50,49+ 7,65 * 16,23 £7,25 20,37+ 1,74*

Nota: Os valores médios + DP sdo expressos em relacdo a atividade especifica em nmol de Pi liberado/min/mg
de proteina. Os valores sao representativos de 3 diferentes experimentos em triplicata. Os dados foram
comparados por ANOVA seguida pelo teste Tukey’s. *p<0,05, representa diferenca estatistica quando as
células K-562(Ph+) tratadas com foram comparadas com células ndo tratadas.
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Figura 1. (A) Expressdo das NTPDases e CD73 em linhagem celular K-562 (Ph+) e células
linfomononucleares por RT-PCR. O RNA total foi isolado a partir de cultura de células, e o cDNA foi
analisado por PCR com primers especificos conforme descrito na tabela 1. (B) Densitometria das
bandas obtidas por RT-PCR, na razdo NTPdase/B-acina em unidades arbitrarias. Os valores sdo
representativos de 3 diferentes experimentos em triplicata. Os dados foram comparados por teste
t-Student. *p<0,05, representa diferenca estatistica quando as células K-562(Ph+) foram
comparadas com células linfomononucleares (LMN).

Figura 2.
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Figura 2. Expressao génica. Os graficos de barras indicam a densitometria das bandas obtidas por
RT-PCR em relacdo a razdo NTPdase/B-acina em unidades arbitrarias comparando os diferentes
tratamentos, logo abaixo mostramos a imagem representativa da expressdo dessas enzimas. Os
valores sdo representativos de 3 diferentes experimentos em triplicata. Os dados foram
comparados por ANOVA seguida pelo teste Tukey’s. *p<0,05, representa diferenca estatistica
guando as células tratadas com imatinibe foram comparadas com células ndo tratadas.



