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Resumo

Aranhas do género Loxosceles séo eficazes em produzir em seus venenos
uma grande quantidade de fosfolipases-D. Na maioria das células, estas enzimas
sdo conhecidas como reguladoras da fisiologia celular pois catalizam a hidrolise de
diferentes fosfolipidios gerando acido fosfatidico, ou &cido lisofosfatidico (LPA), ou
ceramida-1-fosfato (C1F). O LPA se liga a receptores especificos, denominados
receptores LPA1-s de superficie celular, acoplados a proteina G, os quais sinalizam
para diferentes respostas biologicas. O LPA também é conhecido como regulador do
crescimento de muitos tipos celulares e tém sido relacionado ao crescimento e a
metastase em muitos tipos de tumores. Resultados encontrados na literatura tem
demonstrado que as fosfolipases-D tem favorecido a sobrevivéncia tumoral,
especialmente em melanomas, aumentando a proliferacdo e migracdo por meio da
ativacdo de receptores LPA. Diante desta casuistica, o objetivo deste trabalho foi
observar o efeito da fosfolipase-D recombinante (LiRecDT1) do veneno da aranha
marrom Loxosceles intermedia sobre a adesdo das células de melanomas murinos
B16-F1 e B16-F10 ao substrato de cultivo. Os resultados obtidos embora néo
significativos mostram uma tendéncia da fosfolipase-D loxoscélica em aumentar a
adesdo celular nos maiores tempos de tratamento e nas maiores concentracdes
testadas.

Introducéo

As fosfolipases sdo uma familia de enzimas encontradas em varias fontes
biolégicas incluindo os organismos procaridticos e eucariéticos. Entre os diversos
tipos de fosfolipases, as fosfolipases-D tém sido descritas como importantes
reguladoras de varios aspectos criticos da fisiologia celular. Estas enzimas catalizam
a hidrélise de diferentes fosfolipidios gerando &cido fosfatidico, ou &cido
lisofosfatidico (LPA), ou ceramida-1-fosfato (C1F) importantes mediadores nos
eventos de sinalizacbes celulares. O LPA se liga a receptores especificos,
denominados receptores LPA1.s de superficie celular, acoplados a proteina G, os
guais sinalizam para diferentes respostas biologicas (HOUBEN E MOOLENAAR,
2011).
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E bastante descrito na literatura o papel da molécula de autotaxina (ATX), uma
enzima ectonucleotidica do tipo fosfodiesterase pirofosfatase (E-NPP) com atividade
lisofosfolipase-D, isolada pela primeira vez de células de melanoma humano
(STRACKE et al.,, 1992). Atualmente sua atividade esta relacionada a varios
processos fisiologicos e patofisioldgicos incluindo desenvolvimento vascular e
neural, transporte de linfécitos, fibrose e progressdo tumoral (HOUBEN E
MOOLENAAR, 2011).

As aranhas do género Loxosceles, conhecidas popularmente como aranhas
marrons, também sdo eficazes em produzir em seus venenos uma grande proporgcéo
de fosfolipases-D (WILLE, 2014). No veneno destas aranhas, estas enzimas estao
relacionadas a dermonecrose, desregulacdo da resposta inflamatoéria, hemolise,
nefrotoxicidade e agregacéao plaquetaria (WILLE, 2014).

A elucidagédo das atividades biologicas das fosfolipases-D com base na sua
organizacdo molecular e seu modo de acdo em diferentes modelos celulares, bem
como receptores celulares e a comparacdo das fosfolipases-D de melanomas
murinos com as fosfolipases-D loxoscélicas poderdo transmitir informacdes sobre
catalise e acdes mecanisticas destas enzimas, fornecendo dados Uteis para a
concepcao de inibidores ou outras aplicacdes biotecnolégicas.

Diante deste problema buscou-se neste trabalho realizar uma nova pesquisa que
vise elucidar o papel das fosfolipases-D na fisiologia celular, para isto foi avaliado o
papel da fosfolipase-D recombinante (LiRecDT1) do veneno da aranha marrom
Loxosceles intermedia sobre a adeséo das células dos melanomas murinos B16-F1
e B16-F10 ao substrato de cultivo.

Materiais e Métodos
Expresséao e purificagdo da toxina recombinante LiRecDT1:

A expressao e purificacdo da toxina recombinante LiRecDT1 foi realizada no
laboratorio de Matriz Extracelular e Biotecnologia de Animais Peconhentos (LME),
do Setor do Ciéncias Bioldgicas da UFPR. A expressdo da proteina recombinante
LiRecDT1 (nimero de acesso ao Genbank ABA62021) foi realizada de acordo com
CHAIM et al., (2006) em bactéria E. coli BL21 (DE3) pLysS como proteina de fusao,
com etiqueta de 6 Histidinas no N-terminal e 13 aminoacidos ligados incluindo um
sitio de ligacdo de trombina entre a etiqueta de 6 histidinas e a proteina madura.
Ap6s a inducdo da expressdo da toxina recombinante, as bactérias foram
sedimentadas por centrifugacédo e rompidas por criofratura com o auxilio de Lizosima
(Img/mL) em tampédo de ligacdo (fosfato de sbédio 50mM, pH 8,0; NaCl 500mM;
imidazol 10mM). Os materiais lisados foram centrifugados em 20.000g por 20
minutos, posteriormente as suspensfes foram levadas a uma coluna de Ni-NTA
agarose para a purificacdo das proteinas recombinantes. As colunas foram lavadas
exaustivamente em tampao de lavagem (fosfato de sédio 50mM, pH 8,0; NacCl
500mM; imidazol 20mM) até a densidade optica (D.O.) de 0.01 em 280nm e eluidas
em tampdo de eluicdo (fosfato de sodio 20mM, pH 8,0; NaCl 500mM; imidazol
250mM). Apos a purificagéo as toxinas recombinantes foram dosadas pelo método
de Bradford, aliquotadas e mantidas a -20°C até o momento do uso (CHAIM et al.,
2006).

Cultivo das linhagens celulares:

As linhagens celulares tumorais de melanomas (B16F1 e B16F10) foram
cultivadas utilizando-se garrafas plasticas com os meios RPMI1640 ou DMEM
(Cultilab), acrescidos de soro fetal bovino a 10% (Cultilab). As culturas foram
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mantidas em estufas a 37°C, contendo 2,5% ou 5% de CO2, com umidade
controlada 95%. As aliquotas para estoque e repique posterior das linhagens foram
mantidas nos respectivos meios, acrescidos de soro bovino fetal a 50% e DMSO a
10%, congeladas a -20°C e -80°C e depois em nitrogénio liquido —198°C.

Ensaios de adesdo celular com as células previamente tratadas com a
fosfolipase-D loxoscélica recombinante LiRecDT1:

As células cultivadas e mantidas em cultura nas condi¢cdes descritas acima
foram submetidas ao tratamento com a fosfolipase D recombinante LiRecDT1 em
diferentes concentracdes (1, 40 e 100ug/mL) diluidas em meio de cutura. Apés o
tratamento por 2, 6 e 12 horas as células foram colocadas para aderir em placas de
cultivo de 12 pocos e mantidas por 2 horas. Apos este periodo de tempo as células
nao aderidas foram removidas por aspiracdo e submetidas a multiplas lavagens em
PBS estéril. As células aderidas foram fixadas com metanol por 10 minutos, coradas
com cristal violeta 0,8% dissolvido em metanol 20% por 20 minutos a temperatura
ambiente e lavadas em PBS. O corante foi eluido com 1mL de citrato de sodio 0,1M,
em etanol 50%, por 30 minutos. A concentracdo do corante de cada poco foi
quantificada por leitura de absorbancia a 550 nm, em leitor tipo ELISA. Como
controle positivo foram utilizadas células ndo expostas ao tratamento com LiRecDT1
e como controle negativo foram utilizadas as absorbancias de pocos sem células.
Cada variavel foi analisada em pentaplicata.

Resultados e Discusséo
Expressao e purificacdo da toxina recombinante LiRecDTL1:

Na figura abaixo € possivel verificar no gel a presenca da proteina expressa em
diferentes etapas de expressao e purificacao.
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Figura 1: Etapas de expresséo e purificacdo da
toxina loxoscélica recombinante LiRecDT1 em

— resina de Ni2+—NTA—agarose. A esquerda estdo
indicadas as massas moleculares; em (1) cultura
bacteriana antes da expressdo; em (2) cultura
bacteriana 3,5 horas apds a adicdo de IPTG; em
(3) lisado bacteriano contendo proteinas sollveis;
em (4) void da cromatografia apés a incubacao do
conteudo lisado com resina Ni2+—NTA—agarose; em
(5) proteina recombinante eluida da resina. SDS-
— PAGE 12,5% em condi¢des redutoras.
2 3 4 5

A proteina recombinante LiRecDT1 foi expressa e purificada de maneira
eficaz. No gel foi possivel observar que a proteina recombinante teve expressao
basal pela bactéria no tempo Oh e que o plasmidio pLysS foi capaz de inibir a
expressdo da proteina na auséncia de IPTG. A banda pequena do void demonstrou
a eficiéncia da ligagéo da toxina LiRecDT1na resina de Ni-NTA agarose.
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Adeséo celular com as células previamente tratadas com a fosfolipase-D
loxoscélicarecombinante LiRecDT1:

Os resultados obtidos embora nédo significativos mostram uma tendéncia da
fosfolipase-D loxoscélica em aumentar a adesdo celular nos maiores tempos de
tratamento e nas maiores concentragdes testadas em ambas as linhagens celulares
analisadas.



>

L

v

Células B16-F10 tratadas por 2h com Células B16-F1 tratadas por 2h com Figura 2: Os gréficos
LiRecDT1 LiRecDT1 .

mostram oS efeitos de
LiRecDT1 sobre a dindmica
de adeséo de células B16-
F10 e B16F1 ao substrato
100pg/mL de cultivo. (A, D) Efeito de
CEL EICEL+LiRecDT1 MCEL D OBSA+CEL HBCEL+LiRecDTI MCEL LlRecDTl apés 2 horas de

Células B16-F10 tratadas por 6h com Células B16-F1 tratadas por 6h com inCUbaQéO, (B’ E) Efeito de
LiRecDT1 LiRecDT1 LiRecDT1 ap6s 6 horas de
incubacéo, (C, F) Efeito de

LiRecDT1 apés 12 horas de
incubacéo. (0] controle
...... _, positvo da adesdo €
" 40ug/mL 100u representado pelas células
B MR, WO ORI, W (CEL) na auséncia de

Absorbéncia

mL

lug/mL 40pg/mL 100pg/mL

Células 515'F13;Z§Tdfs por 12h com Células B16-F1 tratadas por 12h com tratamento, o controle
S negativo esta representado
por (BSA + CEL) (BSA -
albumina sérica bovina) e a
: ' representacdo das células
—mg/mL TOug/mL 100pg/mL
C [IBSA +CEL BICEL+LiRecDT1 MWCEL

que foram incubadas com
LiRecDT1 (CEL +

lug/mL 40ug/mL 100pg/mL
[EBSA+CEL EICEL +LiRecDT1 mCEL

N LiRecDT1).
Conclusdes )

Os resultados obtidos demonstraram a tendéncia da toxina recombinante
(LiRecDT1) com atividade fosfolipase-D em atuar em eventos de dinamicas
celulares. Tais resultados estdo de acordo com resultados obtidos em experimentos
realizados anteriormente em que a fosfolipase-D da aranha marrom Loxosceles
intermedia foi capaz de promover a migracdo das células tumorais das linhagens
B16-F1 e B16-F10 nas maiores concentracdes e tempos de tratamento analisados.
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