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Introducdo: O Carcinoma Adenoide Cistico (CAC) € uma neoplasia maligna
relativamente comum, que acomete principalmente as glandulas salivares menores em
regibes como o palato. Seu crescimento lento e altamente invasivo tem sido alvo de
estudos principalmente se relacionado com altas taxas de metastase, recidiva e
significativa morbidade. Substancias como fatores de crescimento (EGF) e peptideos
(metalotioneina, MT2A) tém sido correlacionadas fortemente com mecanismos de
invasdo, migracdo e secrecdo de proteases (metaloproteinases da matriz, MMPs-2 e -9)
no CAC. Essas substancias comprovadamente formam um ciclo de atividades tumorais
que podem influenciar no prognéstico da doenca. A metalotioneina (MT) € um sitio
intracelular de ions zinco que contribui para a atividade das MMPs na matriz
extracelular. Além disso, metalotioneinas tém sido correlacionadas com reparo celular,
proliferacdo, diferenciacdo e carcinogénese. A superexpressao de MT é relatada em
varios tumores como os de tireoide, testiculos, prostata, cabeca e pescoco e glandulas
salivares. A superexpressdo de MT, diretamente relacionada com as MMPs, ¢é
justificativa para piores prognosticos e a alta viabilidade em tumores como o CAC.
Viabilidade celular é a capacidade de uma unidade morfofuncional em exercer seu
metabolismo sem restri¢des e, assim, conseguir multiplicar-se e propagar seu material
genético. Os ensaios de viabilidade celular por MTT visam quantificar as células
viaveis, ap0s exposicdo a fatores extrinsecos, pela quantidade de cristais de formazam
precipitados. Objetivos: Verificar as taxas de viabilidade celular no Carcinoma
Adenoide Cistico humano apdés silenciamento génico para metalotioneina (MT2A).
Meétodos: Linhagem celular derivada de CAC humano foi descongelada e transferida
para frascos de 25cm2 de éarea cultivavel, em meio de cultivo DMEM-F/12
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de solucdo antibidtica-
antimicotica. As células foram mantidas em estufa a temperatura de 37°C e atmosfera
Umida contendo 5% de CO2. O ensaio com RNA de interferéncia (SiRNA) foi realizado
para inibir MT2A na linhagem estudada. Para isso, células CAC2 foram cultivadas em
placas de 6 pocos até alcancarem 60-80% de confluéncia. Em sequéncia, meio de
transfeccdo, reagente de transfeccdo (lipofectamina) e 30nm de SiRNA para MT2A,
foram misturados de acordo com as instrugcdes do fabricante, ofertados as células e as
placas foram deixadas em temperatura ambiente por 30 min. Como controle, outro
grupo de células foi transfectado com 30nm de siRNA de sequéncia “ scrambled” , que
ndo induz sinalizacdo de qualquer mecanismo celular. Apos o periodo de incubacéo,
células transfectadas com siRNA para MT2A e “ scrambled” (controle) foram lisadas
por tampdo RIPA e amostras quantificadas foram preparadas para confirmacdo do
silenciamento pelo método de Western Blot. As amostras foram ressuspendidas em
tampdo de amostra e carregadas em gel de poliacrilamida a 20%. Apds eletroforese,
seguindo o protocolo para SDS-PAGE, as proteinas foram transferidas para membranas
de nitrocelulose, foram bloqueadas com leite desnatado a 5% em Tween-20 a 0,05% em
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TBS, e incubadas com anticorpo anti-MT2A. O anticorpo secundario conjugado com
peroxidase foi incubado por um periodo de 01 hora em temperatura ambiente. Foi
utilizado um protocolo de quimioluminescéncia para revelar a reagdo em filme
radiogréafico. Células transfectadas com siMT2A e as células controle foram cultivadas
em placas de 96 pocos por 24, 48, 72 horas para 0s ensaios de MTT. As células foram
expostas ao MTT, na concentracdo de 5 mg/mL, diluido em 50uL de DMEM-F/12 sem
soro e foram incubadas durante quatro horas a 37°C e 5% de CO2. Apés esse tempo, 0
meio de cultura foi retirado e substituido por 100 uL de DMSO/poco para solubilizar os
cristais de formazam. Apds 30 minutos a solucdo de cada poco foi homogeneizada e a
absorbancia medida em leitor de microplacas padrao com filtro de 595mm. Os dados
obtidos a partir dos experimentos foram analisados usando o software GraphPad Prism
5. A média de cada grupo foi comparada e organizada em graficos de retas, tendo os
eixos tempo x densidade oOptica correlacionados. Resultados e Discussdo: O ensaio de
Western Blot confirmou o silenciamento de MT2A na linhagem estudada. Verificou-se
diminuicdo no tamanho da banda de proteinas da amostra transfectada em comparagédo
ao grupo controle. Quanto ao ensaio de MTT, 0s grupos apresentaram harmonia nas
curvas de absorbancia/tempo. A andlise estatistica ndo apontou diferenca significante
entre 0s grupos estudados. Notou-se que em 24 horas, 0s grupos siRNA e “ scrambled”
apresentaram basicamente a mesma viabilidade (pConclusdo: Nossos resultados
parecem indicar que o silenciamento para MT2A néo interfere na viabilidade das células
CAC2, embora as atividades tumorais sejam prejudicadas apos o silenciamento.
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