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RESUMO

MALTA, J. M. Avaliacdo dos efeitos do anticorpo anti-fosfolipase A2 (IgY anti-BnSP-7)
em diferentes etapas da progressao tumoral em células tumorais de préstata PC-3. 2023.
p40. Trabalho de Conclusdo de Curso (Monografia) — Instituto de Biotecnologia, Universidade
Federal de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

O céancer de prostata (CaP) esta entre os principais tipos de cancer entre a populacédo masculina,
sendo um significativo fator que leva tal populacdo & morte quando é diagnosticado
tardiamente. Devido a heterogeneidade dessa doenca, 0 desenvolvimento de novos tratamentos
é imprescindivel. As fosfolipases A, (PLA2) sdo enzimas essenciais no metabolismo de
fosfolipideos e estdo envolvidas em uma série de fisiopatologias, como o cancer. Recentemente,
as PLA2 vem sendo reconhecidas como possiveis biomarcadores, tendo em vista sua expressao
aberrante em diversos tipos de cancer, como no de prostata. Essa enzima possui papel
carcinogénico em virtude da producdo de eicosandides, os quais medeiam efeitos pro-tumorais,
como proliferacéo, resisténcia a apoptose, transformacdo e metastase. Ainda, estdo envolvidas
na inflamacg&o, um evento pro-tumoral. No presente trabalho, avaliamos o potencial citotoxico
de anticorpos policlonais anti-PLA2 produzidos em galinhas previamente imunizadas com
BnSP-7, uma fosfolipase A2 homdloga isolada da pegonha bruta de Bothrops pauloensis, frente
a células tumorais de préstata PC-3. A purificacdo desses anticorpos foi realizada com éxito por
meio da cromatografia de afinidade em coluna HiTrap IgY HP. Ensaios de ELISA
demonstraram a capacidade do anticorpo de reconhecer seu préprio antigeno (BnSP-7), assim
como PLA: isoladas (BthTX-1 e BthTX-1I) e PLA2 presentes na peconha de serpentes B.
pauloensis e B. jararacussu. Ensaios de citotoxicidade avaliados em 24 e 48h demonstraram
que o IgY anti-BnSP-7 possui baixa citotoxicidade nas células PC-3. Buscando averiguar se
esse anticorpo poderia influenciar em outras etapas na tumorigénese, avaliamos a capacidade
deste inibir processos como adeséo e migracdo celular. O anticorpo IgY anti-BnSP-7 néo foi
capaz de inibir a adesdo das células PC-3 nos componentes da matriz extracelular, entretanto,
inibiu a migracéo celular. Novos ensaios sdo necessarios para elucidar o mecanismo de agéo
dessa molécula. Por fim, esses resultados sugerem que a inibicao de PLA: por anticorpos € uma

ferramenta biotecnoldgica potencial para terapias anti-cancer.

Palavras-chave: Anticorpo IgY; cancer de prostata; fosfolipase Ao..



ABSTRACT

MALTA, J. M. Evaluation of the effects of anti-phospholipase Az antibodies
(IgY anti-BnSP-7) in different stages of tumor progression in PC-3 prostate
cancer cells. 2023. p40. Final paper (Monography) — Institute of Biotechnology,

Uberlandia Federal University, Minas Gerais, Brazil.

Prostate cancer (PCa) is among the main types of cancer between the male population,
being a significant factor that leads this population to death, when late diagnosed. Due
to the heterogeneity of this disease, the design of new treatments is essential.
Phospholipases A2 (PLA:) are essential enzymes in the metabolism of phospholipids and
are involved in several pathophysiologies, such as cancer. Recently, PLA2 has been
recognized as possible biomarker, in view of its aberrant expression in several types of
cancer, such as prostate cancer. This enzyme has a carcinogenic role due to the
production of eicosanoids, which mediate pro-tumor effects, such as proliferation,
resistance to apoptosis, transformation and metastasis. Furthermore, they are involved
in inflammation, a pro-tumor event. Herein, we evaluated the cytotoxic potential of anti-
PLA: polyclonal antibodies produced in chickens previously immunized with BnSP-7,
a homologous phospholipase A: isolated from the Bothrops pauloensis venom, against
prostate tumor cells PC-3. The purification of these antibodies was successfully
performed using affinity chromatography on a HiTrap IgY HP column. ELISA assays
demonstrated the ability of the antibody to recognize its own antigen (BnSP-7), as well
as isolated homologous PLA; (BthTX-1 and BthTX-11) and PLA> present in the venom
of B. pauloensis and B. jararacussu snakes. Cytotoxicity assays evaluated at 24 and 48h
demonstrated that anti-BnSP-7 IgY has low cytotoxicity in PC-3 cells. Seeking to find
out if this antibody could influence other stages in tumorigenesis, we evaluated the
ability to inhibit adhesion and migration. Anti-BnSP-7 1gY was not able to inhibit PC-3
cell adhesion to extracellular matrix components, however, it inhibited cell migration.
New assays are needed to elucidate the mechanism of action of this molecule. Taken
together, these results suggest that PLA: inhibition by antibodies is a potential

biotechnological tool for anti-cancer therapies.

Keywords: 1gY antibodies; phospholipase Ao, prostate cancer.
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1. INTRODUCAO
1.1. O cancer de prostata: Etiologia, fisiopatologia e tratamento

O termo céncer abrange mais de cem doencas, as quais possuem em
comum o crescimento desordenado de células, o que pode ser causado por fatores
genéticos e ambientais (INCA, 2022). Essa proliferacdo exacerbada é resultado do
acumulo de diversas mutacbes no DNA, que levam a ativacdo de proto-oncogenes e
inativacdo de genes de supressao tumoral (TERMINI et al., 2020).

Além disso, em busca de determinar um parametro dos diferentes tipos de
tumores sob Optica fenotipica, foi proposto pela area da oncologia molecular algumas
caracteristicas denominadas de marcas do cancer (do inglés, Hallmarks of cancer), as
quais sdo um conjunto de capacidades funcionais essenciais para formar tumores
malignos, adquiridas pelas células & medida que se tornam células neoplésicas.
Atualmente, séo descritas catorze hallmarks (Figura 1) que compreendem a habilidade
adquirida para sustentar a sinalizacdo proliferativa, evadir supressores de crescimento,
resistir & morte celular, permitir a imortalidade replicativa, induzir angiogénese, ativar
invasdo e metastase, reprogramar o metabolismo celular, evadir do sistema imunolégico,
instabilidade gendémica, inflamacdo promovida pelo tumor, reprogramacdo epigenética
ndo mutacional, senescéncia celular, desbloqueio da plasticidade fenotipica e
microbiomas polimérficos (HANAHAN, 2022).
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Figura 1: Hallmarks of cancer. Fonte: HANAHAN, 2022 (adaptado).
Os diferentes tipos de céncer correspondem a variabilidade celular,

podendo ser classificado como carcinoma (quando comecam em tecidos epiteliais) e
sarcoma (quando comecgam em tecidos conjuntivos) (INCA, 2022). O cancer de prostata
(CaP) é caracterizado como um carcinoma que afeta o epitélio da prostata em homens.

Acredita-se que as células iniciadoras de um adenocarcinoma prostatico se originam das

epigenética nao
fenotipica mutacional



células epiteliais basais ou luminais da prostata, assim, o epitélio transformado deve
possuir a capacidade de invadir a membrana basal para ser classificado como cancerigeno
(SANDHU et al., 2021).

A prostata € um acessorio do 6rgdo reprodutor masculino, localizado
abaixo da bexiga e ao redor da uretra. Tem como principal fungdo contribuir com
secrecdes essenciais para o sémen, que formula o ejaculado e mantém a viabilidade do
esperma (REBELLO et al., 2021). As manifestac6es clinicas mais comuns dessa doenca
sdo: dificuldade de urinar, demora em iniciar ou finalizar o jato urinério, diminuicdo do
jato urinario, necessidade de urinar mais vezes durante o dia ou a noite e presenca de
sangue na urina (BRASIL, 2022).

No Brasil, o cancer de préstata é o tipo mais comum de cancer entre a
populagdo masculina, estimando cerca de 65 mil casos em 2022, pelo Instituto Nacional
de Cancer (INCA) (INCA, 2022). O risco de desenvolver CaP aumenta fortemente com
0 avanco da idade, sendo mais incidente em homens acima de 60 anos (REBELLO et al.,
2021). Além disso, etnia e histdrico familiar também séo fatores de risco bem definidos.
As taxas de incidéncia sdo maiores em homens de descendéncia afro-americana do que
em homens brancos, sendo que o aumento da mortalidade e agressividade estdo
associados a etnia afro-americana (SATHIANATHEN et al., 2018). O histdrico familiar
possui relacdo com a pré-disposicdo genética, de modo que mutacdes germinativas em
genes de reparo do DNA, como BRCAL, BRCA2 e HOXB13 podem conferir maiores
riscos de CaP precoce (<60 anos) (REBELLO et al., 2021).

O CaP pode ser classificado como androgeno sensivel ou insensivel, que
indica sua capacidade de responder a testosterona, podendo encaminhar para o melhor
tratamento (SEKHOACHA et al., 2022). Andrdgenos e receptores de androgeno (AR)
regulam o desenvolvimento e crescimento normais da prostata. A ligacdo andrégeno-
receptor forma um complexo que, associado a proteinas translocadoras do nucleo, se liga
a sequéncia consenso de elementos de resposta androgéncia (ARES) e regula a expressao
de genes responsivos androgénicos (ARGSs) (YANG et al., 2005). Condigdes que alterem
a sinalizacdo da via androgénica, como amplificacdo/mutacbes de AR, ganho de
coativadores de AR, perda de co-repressores AR, vias de sinalizacdo independentes de
androgénio, podem levar ou serem resultados do desenvolvimento de CaP refratario a
androgenos (WANG, GUOCAN et al., 2018; YANG et al., 2005).

Nesse sentido, a terapia de ablacdo androgénica € utilizada como uma

alternativa de tratamento CaP andrdgeno sensivel. No entanto, a maioria dos pacientes



que demostraram uma resposta inicial favoravel a esse tratamento, eventualmente tornam-
se refratarios a ele (RITCH; COOKSON, 2018; YANG et al., 2005). Uma vez que o
paciente desenvolve tumor andrégeno resistente, aumentam as chances de morte
relacionadas ao CaP (TEO; RATHKOPF; KANTOFF, 2019).

Ligado a isso, o rastreamento de CaP é a principal forma de detecta-lo em
individuos assintomaticos, aumentando as chances de cura (REBELLO et al., 2021). O
Escore de Gleason € um dos progndsticos mais utilizados e se baseia na aparéncia
histoldgica das células do CaP, na extensdo da diferenciacdo glandular e no padréo de
crescimento no estroma prostatico (SATHIANATHEN et al., 2018). Esse sistema de
pontuacdo é definido como a soma de dois padrbes mais representativos da neoplasia, na
qual 6 é considerado menos agressivo e mais diferenciado e 10 é considerado o mais
agressivo e menos diferenciado (EPSTEIN, 2018). Ademais, o diagnostico pode ser
realizado por bidpsia, teste de antigeno especifico da prostata (PSA), exame de toque retal
e ressonancia magnética (MRI1) (SEKHOACHA et al., 2022).

Estudos prévios demonstraram aumento na expressao de fosfolipases Az
em carcinomas de grau 2-4 de Gleason, quando comparado a tumores benignos de
préstata, além de que, a expressdo de PLA2 em tumores primarios é maior do que em
tumores metastaticos, e, portanto, PLA> podem ser utilizadas como marcadores de
carcinomas de prostata altamente proliferativos e pouco diferenciados (MIRTTI et al.,
2009; PENG et al., 2021). Além do CaP, as fosfolipases também foram descritas como
superexpressas e altamente ativas em canceres de mama (YAMASHITA et al., 1994),
pulméo (BENNETT et al., 2014; YU et al., 2012), pancreas (KIYOHARA et al., 1993),
figado (YING et al., 1994) e pele (YAMASHITA et al., 1994).

1.2 Fosfolipases: e sua relagédo com o cancer

As fosfolipases sdo enzimas essenciais ao metabolismo de fosfolipideos e
participam na manutencdo e regulacdo da membrana lipidica, bem como da sua
composi¢do, além de atuarem na digestdo, inflamacdo, e uma serie de desordens
cardiovasculares e também com diferentes tipos de canceres (FILKIN et al., 2020; PENG
et al., 2021). Essas enzimas sdao classificadas em quatro grandes familias (A, B, C e D),
de acordo com o sitio de clivagem no fosfolipideo (Figura 2) (FILKIN et al., 2020). As
fosfolipases A1 (PLA:), fosfolipases A> (PLA2) e fosfolipases B (PLB), séo acetil-
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hidrolases; enquanto as fosfolipases C e D (PLC, PLD) s&o fosfodiesterases (ALOULOU
etal., 2018).
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Fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato

Figura 2: Sitios de clivagem para diferentes fosfolipases na molécula de fosfolipidio. Fonte:
LEHNINGER et al., 2014.

Baseado na sequéncia, massa molecular, localizacdo, fungédo, quantidade
de ligac6es dissulfeto, especificidade do substrato e necessidade de célcio, as PLAS sdo
classificadas em: secretoras (sPLA:), citosélicas (CPLA;), independentes de Ca?
(iPLA?), lisossémicas (LPLA>), fator ativador de plaquetas acetil-hidrolase (PAF-AH),
PLA/aciltransferase (PLAAT), o/f hidrolase (ABHD) e PLA> especificas para
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (DENNIS et al., 2011; LEE et al., 2020; MURAKAMI,
SATO; TAKETOMI, 2020). Essas enzimas sao responsaveis por hidrolisar
glicerofosfolipideos na posicdo sn-2 da ligacdo éster, liberando &cidos graxos livres e
lisofosfolipideos. Esses metabolitos ativam a producdo de mediadores lipidicos, como
eicosandides. Além disso, essas enzimas participam da homeostase da membrana,
alterando a composicdo de fosfolipideos; na produgdo de energia ao fornecer &cidos
graxos para a f3- oxidagdo; na geracéo de lipideos de barreira, na manutencéo do equilibrio
entre acidos graxos saturados e insaturados; entre outros (MURAKAMI; SATO;
TAKETOMI, 2020).

As sPLA: séo, ainda, subdivididas em grupos IA, IB, 1A, 1IB, IIC, 1ID,
HE, HF, 11, V, IX, X, XIA, XIB, XII, XIII, e XIV (FILKIN et al., 2020). Estao presentes
em altas concentracdes na peconha de serpentes, abelhas e vespas, alem de estarem
presentes em varios orgaos, células e no suco pancreatico de mamiferos (MOREIRA et

al., 2021). Dentre esses grupos, destacam-se as PLA,s do grupo | e 11, que correspondem
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as enzimas secretadas encontradas na peconha de serpentes Elapidae e Viperidae,
respectivamente (MOREIRA et al., 2021). Essas enzimas sdo proteinas com massa
molecular de ~14 kDa e requerem concentra¢des milimolares de Ca?* para exercerem
atividade catalitica (FILKIN et.al., 2020). Além disso, podem ser subdivididas em
subgrupos embasados, principalmente, em apresentar atividade catalitica. As Asp49
PLA: possuem acido aspartico conservado na posicao 49, sendo cataliticamente ativas,
enquanto as Lys49 PLA>, por possuirem lisina nessa posicao, sao cataliticamente inativas,
em virtude de sua incapacidade de coordenar ao cofator Ca?* (HAAS, 1988).

As fosfolipases A2 vém sendo relacionadas a tumorigénese e a progresséo
tumoral, tendo um importante papel pro-tumoral no cancer de prostata, além de serem
superexpressas nesse tipo tumoral (JIANG et al., 2002). Essas enzimas Sao responsaveis
pela hidrdlise de glicerofosfolipideos, formando lisofosfolipideos e &cidos graxos livres.
Caso 0 &cido graxo livre liberado seja o &cido araquidénico, o0 mesmo pode ser
metabolizado por multiplas enzimas em diferentes moléculas, as quais podem induzir
carcinogénese. O &cido araquiddnico pode ser substrato para ciclooxigenases (COX),
lipoxigenases (LOX) e citocromo P450 (CYP450), produzindo eicosandides como
leucotrienos, prostaglandinas e tromboxanos (CUMMINGS, 2007).

Por conseguinte, a expressdo exacerbada de PLAs leva ao aumento de
eicosandides, os quais medeiam efeitos pré-tumorais, como proliferacdo, resisténcia a
apoptose, transformacdo e metastase (PENG et al., 2021). Esses metabdlitos, ativam
receptores acoplados a proteina G, promovendo a transcri¢do, sintese e liberacdo de fator
de necrose tumoral o (TNF-a) e interleucinas (ILs), induzindo a expressao de genes NF-
kB-dependente (ALBERGHINA, 2010). A ativacdo de NF-«xB e sua translocagdo para o
nacleo, estimula a expressdo de fosfolipases, aumentando a liberacdo de eicosandides
(PENG et al., 2021). A liberacdo de fatores de crescimento é imprescindivel para os
processos de metastase e angiogénese. Nesse sentido, as prostaglandinas estimulam a
producdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que, ao se ligarem ao seu
receptor, resulta na ativagdo da via PKCo-MEK-ERK1/2 e PI3K/Akt, induzindo a
ativacdo de NF-kB e fosfolipases, além da sintese de derivados do acido araquidonico
(ALBERGHINA, 2010; DONG et al., 2010). Ademais, estimula a fosforilacdo dos
receptores do fator de crescimento epidérmico (EGFR), promovendo a angiogénese
(WANG et al., 2007; YU et al., 2012).

Acredita-se que a inflamacdo crénica e infeccdes urinarias levam a

carcinogénese por meio da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), causando
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instabilidade gendmica e, assim, facilitando a ocorréncia de mutages (SANDHU et al.,
2021). Ainda, a inflamacdo leva a producdo de fatores de crescimento e citocinas que
estimulam a expansao celular, aumentando a chance do desenvolvimento e disseminagédo
de mutacdes; e a ativacdo de vias de sinaliza¢do, que levam a eventos epigenéticos que
podem regular a expressdo génica favorecendo a inicia¢do do tumor (B. VENDRAMINI-
COSTA; E. CARVALHO, 2012). Com esse ambiente, ha um aumento da proliferacdo de
células epiteliais luminais da prostata de fenotipo intermediario, que pode ser propenso a
alteracOes epigeneticas e genémicas, levando a neoplasias e transformagbes malignas
(SANDHU et al., 2021). As ceélulas tumorais produzem citocinas e quimiocinas que
atraem outras células inflamatdrias para o microambiente, facilitando o desenvolvimento
tumoral. Além disso, a inflamacao contribui para a inducdo de angiogénese, migracao e
invasdo (B. VENDRAMINI-COSTA; E. CARVALHO, 2012; PENG et al., 2021;
VECCHI et al.,, 2021). Diante do exposto, moléculas capazes de inibir PLA, sdo
moléculas com grande potencial anti-cancerigeno, podendo inibir processos

proliferativos, angiogénicos e metastaticos.

1.3 PLA2 BnSP-7 e o potencial terapéutico do anticorpo IgY anti-
BnSP-7

A PLA; BnSP-7 foi a primeira fosfolipase Az isolada e caracterizada da
peconha de Bothrops neuwiedi pauloensis (RODRIGUES, et al., 1998). Essa toxina €
uma Lys49, sendo assim, cataliticamente inativa. Possui massa molecular em torno de 14
kDa e ponto isoelétrico de 8,8. Em relacdo a sua estrutura, a BnSP-7 é dimérica (Figura
3) (MADEJ T et al., 2014) e semelhante a outras Lys49 PLA,, consistindo em sete
interacdes dissulfeto e elementos estruturais secundarios conservados. Sua estrutura
tridimensional é composta por uma a-hélice N-terminal, um loop de ligagdo Ca?*, duas
a-heélices antiparalelas 2 e 3, uma folha-p anti-paralela e regido C-terminal (MAGRO et
al., 2003).
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Figura 3: Estrutura tridimensional da BnSP-7. Em roxo: cadeia A e em azul: cadeia B. Fonte: MADEJ T
etal., 2014).
Estudos pioneiros realizados por nosso grupo de pesquisa com a BnSP-7,

demonstraram a capacidade de anticorpos policlonais IgY anti-PLA> de Bothrops
pauloensis de reconhecerem alvos proteicos de Leishmania leishmania amazonensis e
Toxoplasma gondii, e seus efeitos citotoxicos e anti-proliferativos sobre formas
promastigotas dos parasitos (BORGES, 2019). Este trabalho viabilizou os anticorpos anti-
PLA, produzidos em galinhas como uma ferramenta potencial para inibir efeitos
parasitarios, por serem capazes de reconhecer proteinas do parasito e por exercerem acdo
citotoxica e antiproliferativa. Pesquisas que demonstrem o potencial terapéutico dos
anticorpos IgY anti-PLA> podem abrir caminhos para novas abordagens para
complementar terapias ja existentes para o cancer e doengas parasitarias.

A 1munoglobulina Y (IgY, sendo “Y” utilizado para representar a
nomenclatura em inglés para gema de ovo (“yolk”), onde estdo presentes esses
anticorpos) é produzida por aves, répteis, anfibios e peixes pulmonados e é equivalente a
IgG em mamiferos. Entretanto, apresentam diferencas estruturais e funcionais, como
maior tamanho da cadeia pesada IgY. Ambos sdo compostos por duas cadeias leves (L),
com 25 kDa, e duas cadeias pesadas (H), cada uma com peso molecular entre 67 e 70
kDa. As cadeias leves possuem uma regido constante, denominada CL e uma regido
variavel, denominada VL. No entanto, a grande diferenca entre essas imunoglobulinas
estd na cadeia pesada: o 1gG possui trés regides constantes na cadeia pesada (CH1- CH3),
enquanto o IgY possui quatro regides constantes (CH1-CH4) (Figura 4) (MICHAEL et
al., 2010; PEREIRA et al., 2019).
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Figura 4: Estrutura do IgY e 1gG. V= regido variavel da cadeia leve (VL) e da cadeia pesada (VH); C=
regido constante da cadeia leve (CL) e da cadeia pesada (CH). Fonte: PEREIRA et al., 2019 (adaptado)

O IgY néo possui uma regido dobradica entre CH1 e CH2, tornando-o
menos flexivel do que o IgG (MICHAEL et al., 2010). Por conseguinte, apresenta maior
resisténcia a degradacdo proteolitica e é mais especifico, além de que é capaz de manter
sua estrutura estavel a um pH entre 3,5 -11,0 e entre 30°-70°C. Quando purificado, pode
ser preservado por até um més em temperatura ambiente e por anos a 4°C, assim, pode
representar uma ferramenta biotecnoldgica vantajosa no diagnostico e tratamento
(LEON-NUNEZ et al., 2022).

A producgdo de anticorpos por galinhas, em paralelo a producdo em
mamiferos, especialmente em pequenos roedores, simboliza a reducéo e o refinamento na
utilizacdo de animais. As galinhas poedeiras ovipde cerca de 300 ovos por ano, sendo
capaz de produzir cerca de 20g de IgY total/ano com base em um conteldo médio de IgY
de 60mg por ovo (PAULY et al., 2011). Dessa maneira, uma galinha imunizada produz,
por ano, o equivalente a producéo de 4.3 coelhos, possibilitando a reducdo no nimero de
animais necessarios (XU et al., 2011). Ademais, a extracdo dos anticorpos da gema dos
ovos substitui a coleta de sangue, o que diminui o estresse animal (KARLSSON et.al,
2004).

A tecnologia do IgY proporciona maior producdo de anticorpos
especificos a baixo custo. Além disso, apresentam vantagens sobre o 1gG, visto que
produz uma resposta imune mais forte contra epitopos de proteinas de mamiferos
conservadas; menor reatividade cruzada; evita a ativagdo do sistema complemento

humano; sua por¢do Fc é incapaz de se ligar ao fator reumatoide, reduzindo falsos
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positivos e ndo hé efeitos colaterais toxicos relatados para usos terapéuticos (KARLSSON
et.al, 2004; LEON-NUNEZ et al., 2022).

Por fim, os anticorpos policlonais IgY tém sido utilizados com sucesso em
diversas aplicacfes biotecnologicas, como em imunodiagndstico, imunoterapias,
neutralizacdo de toxinas de animais peconhentos, atividade antibactericida, antitumoral e
antiparasitaria (BORGES et al., 2018; LEON-NUNEZ et al., 2022; PEREIRA et al.,
2019). Nesse cenério, IgY anti-PLA2s de pegonhas de serpentes demonstram potencial

terapéutico para complementar terapias ja existentes para o cancer.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este estudo teve como objetivo avaliar o potencial citotoxico de anticorpos
policlonais anti-PLA> produzidos em galinhas previamente imunizadas com BnSP-7, uma
fosfolipase A2 homologa isolada da peconha bruta de Bothrops pauloensis, frente a

células tumorais de prostata PC-3.

2.2 Objetivos especificos

° Purificar anticorpos policlonais IgY anti-BnSP-7 e IgY PBS por
cromatografia de afinidade;

) Avaliar a homogeneidade das amostras isoladas por eletroforese em SDS-
PAGE;

° Avaliar a imunorreatividade desses anticorpos frente a diferentes peconhas
e fosfolipases Az isoladas por ensaio de ELISA;

° Avaliar a citotoxicidade dos anticorpos anti-PLA frente a linhagem
tumoral de prostata humana PC-3 pelo método de MTT;

° Avaliar o potencial inibitorio dos anticorpos anti-PLA; frente a progresséo

tumoral, por meio de ensaios de migracéo e adeséo.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Obtencao das pegonhas e toxinas
As fosfolipases A2 (BnSP-7) de Bothrops pauloensis, (BthTx-I e BthTx-

I1) de Bothrops jararacussu, e a L-aminoacido oxidase de Bothrops moojeni (Pollonei-
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LAAO) foram obtidas do Banco de Toxinas e Pegonhas do Laboratorio de Bioquimica e
Toxinas Animais (LaBiTOX) do Instituto de Biotecnologia da Universidade Federal de
Uberlandia. As peconhas de B. pauloensis e B jararacussu foram previamente adquiridas
a partir de especimes mantidas no Serpentario CETA- Centro de Extracdo de Toxinas
Animais Ltda - CNPJ: 08.972.260/0001-30, estabelecido na estrada municipal Couto e
Silvas - Sitio Sdo Jorge Silvas - Morungaba, SP - CEP: 13260-000. Este serpentario
possui comprovante de registro no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos

Naturais Renovéaveis (cadastro: 2087163).

3.2 Imunizacao de galinhas

A inducdo da producdo de anticorpo policlonal IgY anti-fosfolipase A> foi
realizada a partir da imunizagédo de galinhas poedeiras (Gallus gallus domesticus) com a
toxina BnSP-7 de B. pauloensis, em colaboragdo com o Prof. Dr. Alvaro Ferreira Jinior,
da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias, o qual é
coordenador do projeto de pesquisa “Desenvolvimento de imunobioldgicos IgY contra
alvos antigénicos da pecgonha botrépica e do extrato solivel de protozoarios de
importancia em saude publica”. O presente projeto foi aprovado pela Comissio de Etica
no Uso de Animais/ CEUA (UFG) com o numero de protocolo 113/19. As galinhas
poedeiras de 25 semanas de idade, peso aproximado de 1,6 Kg, foram mantidas em
gaiolas de metal (40x40x50cm) individuais, recebendo &gua e ragdo balanceada. Ao final
dos ensaios, as galinhas foram eutanasiadas via injecdo endovenosa de uma mistura de
guetamina/ xilazina, seguida de deslocamento cervical. As carcacas foram encaminhadas
ao forno crematério do Setor de Patologia do DMV-UFG.

O protocolo de imunizag&o foi realizado como descrito por Borges et al.,
2019. Assim, as imunizacGes foram realizadas em dois grupos, sendo um com BnSP-7 e
0 outro com PBS (grupo controle). O primeiro grupo (n=2) recebeu quatro imunizagoes
de 50ug de antigeno (BnSP-7) por inoculagéo, sendo a primeira com adjuvante completo
de Freund (Sigma-Aldrich Co., EUA), seguida por 3 booster (BnSP-7 + adjuvante
incompleto). Para o grupo controle (n=2), foi inoculado 250uL de PBS (0,01M). Ambas
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imunizagdes foram administradas por via intramuscular com intervalos de 14 dias entre

as inoculacdes.

3.3  Obtencéo da fracao proteica e isolamento de IgYs

As gemas de ovos coletadas das galinhas imunizadas com a PLA, BnSP-7
e tratadas com PBS foram diluidas em agua deionizada, homogeneizadas overnight e
centrifugadas a 800 xg durante 40 min a 4°C, formando um pellet rico em lipideos. Em
seguida, o sobrenadante foi precipitado com sulfato de amonio 20% (Sigma-Aldrich Co.,
EUA) e centrifugado (2000xg, 25 min, 4°C). O pellet rico em IgY foi coletado e
ressuspenso em PBS (1:10 volume inicial). Por fim, a amostra foi liofilizada e armazenada
em aliquotas de 10mg mantidas a -20°C até sua posterior utilizacéo.

As aliquotas contendo uma solucdo rica em IgY (10 mg) foram
solubilizadas em 550uL do tampéo de ligacdo (fosfato de sdédio monobésico 0,02M;
sulfato de potassio 0,5M; pH 7,4) e, em seguida, foram fracionadas em uma coluna
HiTrap IgY HP (Cytiva; 16 x 25 mm; 5 mL), previamente equilibrada com 25 mL do
mesmo tampdo. Os anticorpos IgY foram eluidos utilizando um gradiente linear de
tampéo de fosfato de sddio 0,02M, pH 7,5, com fluxo 1mL/min no sistema AKTA prime
plus FPLC (GE Healthcare). As fracdes (2mL) foram coletadas e a leitura da absorbancia
foi feita a 280nm (BioDrop, UK). De acordo com o perfil cromatogréfico, as fragdes
foram agrupadas e concentradas por ultrafiltracdo usando Amicon® Ultra-15 Centrifugal
Filter (MWCO = 30,000) (Millipore, MA, EUA) para mudanca do tampdo inicial (fosfato
de sodio monobaésico 0,02M; sulfato de potassio 0,5M; pH 7,4) para agua ultrapura pH
7,4, visando a eliminacdo do sal residual. A fracdo contendo IgY (anti-BnSP-7) foi
liofilizada e mantida a -20°C até sua utilizacdo em ensaios posteriores.

3.4  Quantificacao proteica
A concentracdo do anticorpo IgY nas amostras foram determinadas pelo
método descrito por Bradford (1976), com modificagbes. A dosagem foi realizada em
placas de 96 pocos onde cada amostra foi incubada com 150 pL de reagente de Bradford
(Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) por 10 minutos em temperatura ambiente e a leitura
da densidade Optica medida a 595 nm no espectrofotometro Multiskan SkyHigh
Microplate Spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific). Para quantificar a



18

concentracéo proteica da amostra por regresséo linear, utilizou-se uma curva padréo de

soroalbumina bovina (2mg/mL) (Thermo Fischer Scientific).

3.5  Avaliacido da homogeneidade do anticorpo

A homogeneidade da amostra contendo os anticorpos IgY foi avaliada por
eletroforese em SDS-PAGE a 12,5% (m/v) em condic¢des redutoras, na presenca de SDS
e P-mercaptoetanol, segundo metodologia descrita por Laemmli (1970), com
modificagbes. O sistema de SDS-PAGE descontinuo foi construido com um gel de
empilhamento a 3%, contendo Tris-HCI 0,5M (pH 6,8) e SDS a 0,1% (m/v) e um gel de
separacdo a 12,5% contendo Tris-HCI 2,0M (pH 8,8) e SDS a 0,1% (m/v), mantendo a
proporcéo de 0,8:30 de bis:acrilamida. O gel foi preparado em sistema de eletroforese
Hoefer SE 260 Mighty Small 1l Mini-Vertical (Hoefer Inc, MA, EUA). As amostras
foram dispersas em Tris-HCI 0,06 M pH 6,8, azul de bromofenol 0,01% (m/v), glicerol
10% (v/v) e B-mercaptoetanol 20% (v/v). O tampéo do eletrodo consistiu em Tris 25mM,
glicina 192 mM e SDS 0,1% (m/v) (pH 8,3). Apds corrida, os géis foram corados em uma
solucdo de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% (m/v) em &gua e etanol 1:1 (v/v) e
descorados em uma solucédo de &cido acético 7%. A corrida das fracfes cromatograficas
coletadas foram realizada em paralelo com a utilizacdo de marcadores de massa molecular
fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (30
kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa), lactaloumina (14,4 kDa) (Cytiva Global Life
Sciences Solutions, MA, EUA) e PageRuler Broad Range Unstained Protein Ladder
(#26630, Thermo Fischer Scientific).

3.6 Avaliacdo do reconhecimento e especificidade dos anticorpos

A andlise do reconhecimento conformacional dos anticorpos IgY anti-
BnSP-7 foi avaliada pelo teste ELISA indireto em microplaca de 96 pocos de poliestireno
de alta afinidade (Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Austria), como descrito por Borges
et al., 2019. Primeiramente, a microplaca foi revestida com 50 pg/mL de peconha bruta
de B, jararacussu e B. pauloensis em quadruplicatas e, em seguida foram aplicadas 50
pg/mL das toxinas BnSP-7, BThTX-I, BThTX-1l e Pollonein-LAAO em tampéo
carbonato-bicarbonato (0,06 M, pH 9,6) e incubada overnight a 4°C. No dia seguinte, foi
feita a lavagem com PBS contendo Tween 20 a 0,05% (PBS-T) cinco vezes e, em seguida,
a adicdo de BSA a 5% em PBS (PBS-B) como solucéo de blogueio e deixada a 37°C por

1h. Apos isso, foi feita a lavagem novamente cinco vezes com PBS-T. Em seguida,
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50pg/mL anticorpo anti-BnSP-7 e IgY PBS solubilizados em BSA 1% (50 pg/ml) foram
adicionados e a placa foi incubada a 37°C por 30 minutos. A lavagem com PBS-T foi
repetida por cinco vezes e 0 anticorpo secundario anti-chicken IgY HR diluido 1:20.000
em BSA 1% foi adicionado, para ent&o incubar a placa novamente a 37°C por 30 minutos.
Por altimo, foi feito o descarte da solucéo contida na placa e a adigdo de 100 L por pogo
de revelador TMB (IDEXX, EUA) deixando reagir 10 minutos em temperatura ambiente
e, por fim, foi adicionado 25uL por poco da solucéo de interrupcéo (IDEXX, EUA) e foi
feita a leitura a 650 nm em uma leitora de placa (Multiskan GO, Thermo Scientific).

Para a andlise de sensibilidade do anticorpo frente ao antigeno, 10ug/mL
de PLA> BnSP-7 foram aplicadas a placa, em seguida foram adicionadas diferentes
concentragdes do IgY anti-BnSP-7 ou de IgY PBS (10; 30 e 50 pg/mL),
respectivamente). As etapas do ELISA foram realizadas como descrito acima.

O indice ELISA (IE) foi calculado pela razdo entre os valores de
absorbancia obtidos (OD) e o valor de corte (“cutoff”’) (Equacdo 1). O cutoff foi
estabelecido pela soma da média dos valores de OD do controle negativo (IgY PBS) com
3 vezes o desvio padrdo entre as triplicatas do IgY PBS (Equacéo 2). Os valores de IE

>1,2 foram considerados positivos.
Xi
- cutoff

(Equagéo 1)

Em que: IE= indice ELISA e X i= média dos valores de OD da amostra.

Cutoff = X + (3.DP) (Equagéo 2)

Em que: X= média dos valores de OD do controle negativo e DP= desvio padrao

dos valores de OD do controle negativo.

3.7 Andlise do potencial citotoxico do anticorpo IgY anti-BnSP-7 frente a
linhagem tumoral de prostata PC-3
3.7.1 Manutencao das células e linhagem celular
As células de adenocarcinoma humano (PC-3) foram obtidas da
American Type Culture Collection (CRL-1435) e mantidas em meio RPMI 1640 (Sigma,
Brasil), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS; Cultilab, Brasil), 100 U/mL
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penicilina e 100 pg/mL estreptomicina (Sigma, Brasil) a 37 °C e 5% CO3, denominado

como meio RPMI 1640 completo.

3.7.2 Ensaio de viabilidade celular

Células da linhagem PC-3 (2x10* poco) foram semeadas em
microplaca de 96 pocos contendo meio RPMI 1640 completo por 24h a 37°C em
incubadora com 5% CO». Em seguida, as células foram incubadas com meio RPMI 1640
completo na auséncia (grupo controle)) ou presenca de diferentes concentracGes de IgY
anti-BnSP-7 (variando de 0,09 a 50ug/mL).

Ap0s o tratamento as células foram incubadas com o reagente de
MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) (5mg/mL,
20pL/pocgo) por 3 horas a 37°C. Entdo foram adicionados 100uL de PBS contendo 10%
de SDS e 0,01M de HCI em cada poco por 18h para a completa dissolucéo dos cristais de
Formazan formados a partir do consumo do MTT pelas enzimas mitocondriais. Apos 18h
a densidade optica foi lida a 570nm em um leitor de placas (Multiskan GO, Thermo
Scientific, EUA). A curva concentracdo-resposta foi obtida pelo software GraphPad
prism verséo 6.0 (Inc., CA, EUA).

3.7.3 Ensaio de adeséo celular

Para avaliar a adesdo de células PC-3 (3x10* células/pogo) foram
pré-incubadas com meio RPMI 1640 completo com diferentes concentracdes de IgY anti-
BnSP-7 (0,78 pg/uL, 1,56 pg/pL e 3,125 pg/uL) por 1h a 37°C, sendo que para 0 grupo
controle foram utilizadas células ndo tratadas. Em seguida, as células foram dispostas em
microplacas de 96 pocos previamente revestidas com colageno IV (10 pg/mL, Sigma,
Brasil), fibronectina (5 pg/mL, Gibco, EUA) ou Matrigel™ (1:10, Corning, EUA),
mantidas oernight em camera Umida e bloqueadas com BSA por 1h. Ap6s 3h de
incubacéo a 37°C, as células ndo aderidas foram removidas por lavagem com PBS e as
células aderentes foram avaliadas pelo ensaio MTT conforme descrito no item 3.7.2.

3.7.4 Ensaio de wound healing
As células PC-3 (1,5x10° células/pogo) foram plaqueadas em
placas de 24 pocos contendo meio RPMI 1640 completo e incubadas por 24h a 37°C em
incubadora com 5% CO». Apos atingir a confluéncia, uma leséo artificial foi feita na

monocamada de células com o auxilio de uma ponteira de 200pL. Para remover as células
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desaderidas, foi realizada a lavagem dos pogos com PBS. Em seguida, as células foram
incubadas com meio RPMI 1640 completo na auséncia (grupo controle) ou presenca de
diferentes concentracdes de IgY anti-BnSP-7 (0,78 pg/uL, 1,56 pg/uL e 3,125 pg/uL)
por 24h. Em busca de avaliar o processo de migracdo, 0 microscopio invertido (Nikon
Eclipse T5100) foi utilizado para fotografar a monocamada imediatamente ap0s a leséo
(t= 0h) e ap0s 24h de tratamento (t= 24h). Assim, a migracdo horizontal realizada pelas
células na lesdo artificial, foi quantificada com o auxilio do software Image J e a

porcentagem de cicatrizacdo pode ser obtida pela equacéo:

(AtOh—At24h)

% cicatrizacao = on

%X 100 (Equagéo 3)

Em que: AtOh= &rea da lesdo apos realizé-la e At24h= area da lesdo apos 24h.

3.7.5 Ensaio de migracao celular por transwell

O ensaio de migracao celular por transwell foi realizado usando um
ThinCert™, poro de 8,0um (Greiner Bioone®, Brasil). As células PC-3 (5x10*
células/pogo) foram pré-incubadas com meio RPMI 1640 livre de SBF na auséncia (grupo
controle) ou presenca de diferentes concentracfes de IgY anti-BnSP-7 (0,78 pg/uL, 1,56
pg/uL e 3,125 pg/uL), por 1h a 37°C em incubadora com 5% CO». Em seguida, as células
foram inseridas na camara superior do transwell, que foi imersa em pogos contendo meio
RPMI 1640 completo, e a migragéo celular foi permitida a ocorrer por 24h a 37°C. O
transwell inserido no meio RPMI 1640 sem SFB foi considerado como controle negativo,
enguanto o controle positivo foi o transwell inserido em meio RPMI 1640 completo,
sendo ambos incubados como descrito anteriormente. As células que ndo migraram foram
removidas da cadmara superior com o auxilio de um swab, enquanto as que migraram
foram coradas com Kit Panotic (Laborclin, Brasil). A migracdo celular foi quantificada

por células contadas sob um microscépio (Nikon, Eclipse TS100) com aumento de 20x.

3.8. Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata em pelo menos trés
experimentos independentes e os resultados foram expressos em média + S.E.M. Todos
os dados foram primeiramente checados para distribuicdo normal. Em seguida as

diferengas estatisticas entre os grupos tratados e controles foram determinadas por one-
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way ANOVA, two-way ANOVA ou Student's t-test, de acordo com o projeto
experimental (GraphPad Prism Software version 6.01). Diferencas entre grupos foram

considerados estatisticamente significativos com valores de p < 0,05.

4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Purificagéo de IgY

O isolamento de IgY é um processo eficiente, econdmico com alto
rendimento proteico da gema dos ovos de galinhas previamente imunizadas. A
purificacdo desse anticorpo consiste na remocdo dos lipideos, para que seja formada uma
fracdo sollvel em &gua, seguida pela precipitagdo dos anticorpos nela contidos. Desse
modo, podem ser purificados a partir de diferentes estratégias, como diluicdo em agua
ultrapura, precipitacdo com polietilenoglicol (PEG), solventes organicos, como sulfato de
aménio, ultrafiltracdo e por cromatografia (LEON-NUNEZ et al., 2022; PAULY et al.,
2011; PEREIRA et al., 2019).

No presente estudo, os IgY anti-BnSP-7 e os anticorpos obtidos de
galinhas que receberam apenas PBS, foram isolados e purificados por meio da
combinacdo de precipitacdo salina em sulfato de amonio seguida de filtracdo (dados nédo
mostrados) e cromatografia de afinidade HiTrap IgY HP. Os perfis cromatogréaficos de
afinidade (Figura 5 e 6), evidenciaram trés picos, sendo que o segundo pico corresponde

a fracdo proteica contendo IgY.
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Figura 5: Perfil cromatografico da purificacdo dos anticorpos IgY anti-BnSP-7. Purificacdo dos anticorpos
IgY anti-BnSP-7 a partir de 10 mg do extrato proteico de gemas de ovos de galinhas em coluna de afinidade
HiTrap IgY HP (Cytiva; 16 x 25 mm; 5 mL). As fracdes foram coletadas com fluxo de ImL/min, 2mL por
tubo. P1 corresponde a fracdo coletada durante a passagem do tampé&o de ligagdo (NaH2PO4 0,02M; K2SO4
0,5M; pH 7,4); P2 corresponde a fragdo coletada durante a passagem do tampéo de eluicdo (B) (fosfato de
sodio 0,02M, pH 7,5), contendo as fracdes de IgY, e P3 corresponde a fracdo coletada durante a passagem
do tampao de limpeza (fosfato de sédio 0,02M com 30% de isopropanol v/v, pH 7,5). Perfil cromatografico

representativo de 4 ensaios independentes.
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Figura 6: Perfil cromatografico da purificacdo dos anticorpos 1gY- PBS. Purificagdo dos anticorpos IgY -
PBS a partir de 10 mg do extrato proteico de gemas de ovos de galinhas em coluna de afinidade HiTrap
IgY HP (Cytiva; 16 x 25 mm; 5 mL). As fracGes foram coletadas com fluxo de 1mL/min, 2mL por tubo.
P1 corresponde a fracdo coletada durante a passagem do tampéo de ligacdo (NaH,PO, 0,02M; K»SO4 0,5M;
pH 7,4); P2 corresponde a fracdo coletada durante a passagem do tampao de elui¢do (B) (fosfato de sddio
0,02M, pH 7,5), contendo as fracdes de IgY, e P3 corresponde a fragdo coletada durante a passagem do
tampao de limpeza (fosfato de sédio 0,02M com 30% de isopropanol v/v, pH 7,5). Perfil cromatografico

representativo de 3 ensaios independentes.

A homogeneidade das amostras obtidas apo6s o fracionamento do extrato
proteico de gemas de ovos em coluna de afinidade foi evidenciada por eletroforese em
SDS-PAGE 12,5% em condicdes redutoras (Figura 7). Apos a analise em SDS-PAGE,
foi verificado que as fragBes proteicas referentes as imunoglobulinas IgY, possuem
bandas eletroforéticas correspondentes a cadeia pesada (67-70 kDa) e a cadeia leve
(25kDa), comprovando que a purificagéo foi realizada com éxito. A homogeneidade das

amostras indica que a combinacdo entre os metodos de purificagdo das imunoglobulinas

%B
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das gemas utilizando inicialmente a diluicdo em agua, seguida por precipitagdo por sulfato
de amonio e finalmente a cromatografia de afinidade em HiTrap IgY HP permitiu a

obtencéo dos anticorpos IgY com bom grau de pureza.

PPM, kDa 1 2 3 4
116.0 s

66.2

450 s

35.0 — \

25.0 PR,
18.4
14.4 _

Figura 7 Perfil eletroforético (SDS-PAGE 12,5%), indicando em (1) IgY anti-BnSP-7, (2) IgY
PBS, (3) o concentrado proteico da gema do ovo sem afinidade a coluna e (4) outros componentes
do extrato proteico, sem identificacdo de peso molecular. As setas indicam a cadeia pesada e a

cadeia leve do anticorpo, respectivamente.

O rendimento proteico das fragdes obtidas ap6s as cromatografias de
afinidade em coluna HiTrap IgY HP do extrato livre de lipideos das gemas de ovos de
galinhas imunizadas com BnSP-7 e PBS estéo apresentados na Tabela 1. Como pode ser
observado, ambos os anticorpos IgY corresponderam a cerca de 6% do extrato total de
proteinas. Borges et al. (2019) utilizando esse mesmo protocolo de obten¢do de anticorpos
IgY anti-BnSP-7 obtiveram um alto rendimento de anticorpos IgY. Neste prévio estudo, a
concentracdo proteica média de anticorpos IgY totais, das galinhas imunizadas com a
BnSP-7, foi de 4 mg/mL de gema pura. No entanto, em nosos estudos nédo foi possivel

estimar o rendimento total em mg de proteina por mL de gema, visto que o mesmo foi
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calculado a partir da massa de proteinas totais aplicadas as colunas sem correspondéncia

com o volume por gema.

Tabela 1: Rendimento proteico do extrato da gema de ovos de galinhas imunizadas com
BnSP-7 e PBS livres de lipideos.

Amostra Massa (mg) Rendimento (%)

Extrato proteico
L 30 100
imunizagdo com PBS

Fracdo contendo IgY

1,94* 6,46
PBS
Extrato proteico
) ; 40 100
imunizacdo com BnSP-7
Fracdo contendo IgY
2,73* 6,82

anti- BnSP-7

* Dosagem realizada pelo método Bradford (1976).

4.2. O anticorpo IgY anti-BnSP-7 apresenta reatividade cruzada sobre

PLA:z em diferentes peconhas botrépicas

Anticorpos purificados (IgY anti-BnSP-7) foram testados quanto a sua
capacidade de reconhecer diferentes PLA2S presentes nas peconhas de Bothrops
pauloensis e Bothrops jararacussu, bem como sobre PLA>s isoladas. O resultado obtido
infere que o anticorpo possui reatividade cruzada para as peconhas brutas de B.
jararacussu, B. pauloensis e para as toxinas BnSP-7, BthTX-1 e BthTX-Il, sendo maior
para BthTX-I (Figura 8). Os valores de IE foram, respectivamente, 1,45; 1,51; 1,51; 1,76
e 1,48, sendo todos acima do valor de cutoff (IE >1,2). Observa-se, ainda, que o IE de
LAAO esté abaixo de 1,2, visto que, provavelmente, ndo possui similaridade estrutural
com fosfolipases e, portanto, ndo foi reconhecida pelo anticorpo.
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Figura 8: Reatividade cruzada de anticorpos policlonais IgY anti-BnSP-7 pelo ensaio de ELISA indireto
contra peconhas brutas ( B. jararacussu- B. jussu e B. pauloensis — B. paulo) e diferentes toxinas (PLA;
BnSP-7, PLA; BthTx-1 e PLA; BthTx-Il) e Pollonein-LAAO de B. moojeni. Os antigenos e o anticorpo
foram fixados em 50 ug/mL. A linha tracejada representa o valor minimo de IE para resultados positivos.
(*) Diferenga significativa em relacéo a Pollonein-LAAO (One-way ANOVA, p< 0,05).

O perfil de reatividade cruzada demonstra que podem conter PLA>s Lys49
presentes nas peconhas brutas de B. pauloensis e B. jararacussu, as quais compartilham
semelhancas estruturais com a BnSP-7 (FILKIN et al., 2020; MAGRO et al., 2003).
Alves e colaboradores (2019) ao realizar o alinhamento multiplo das toxinas isoladas
BnSP-7, BnSP-6, BThTX-I, BThTX-1l e MjTX-Il, demonstraram que ha regies
conservadas similares entre as estruturas primarias dessas proteinas, com alta identidade
e similaridade entre BthTX-I, uma PLA; Lys49 e BnSP-7 e menor grau entre BthTX-I1,
uma PLA> Asp49, e a BnSP-7, respaldando o resultado apresentado na Figura 7.

Entretanto, observa-se que os valores de IE apresentado para B. pauloensis
e BnSP-7 foram menores do que o de BthTX-I. Esse resultado sugere que, provavelmente,
0s epitopos de BthTX-I foram melhor apresentados ao anticorpo do que os de BnSP-7.
Borges e colaboradores (2019), em seus estudos, analisaram a capacidade dos anticorpos
IgY anti-BnSP-7 de reconhecerem epitopos continuos ou descontinuos nas estruturas da
proteina alvo (BnSP-7). Os anticorpos ndo foram capazes de reconhecer a BnSP-7
desnaturada, ou seja, em sua estrutura primaria. Assim, outra hipdtese seria uma possivel
desnaturacédo parcial de BnSP-7, de maneira que houve menor reconhecimento pelo IgY
anti-BnSP-7 e, consequentemente, menor IE, tendo em vista a perda parcial de epitopos

conformacionais.
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Outros estudos demonstraram a produgéo de anticorpos IgY anti-BnSP-7
e seu potencial de reconhecimento sobre diferentes proteinas nas peconhas ofidicas. Melo
e colaboradores (2017) descreveram a utilizacdo de anticorpos policlonais de
camundongos Balb-c anti-BnSP-7 para analisar a reatividade cruzada sobre diferentes
peconhas de serpentes. Por meio do ensaio de ELISA e Western Blotting, os anticorpos
foram capazes de reconhecer as isoformas de PLA2 na peconha de B. pauloensis e B.
moojeni, no entanto, apresentaram baixo reconhecimento para B. diporus, B. jararaca e
B. alternatus. Dessa forma, o dados obtidos no presente estudo estdo de acordo com a
literatura, indicando que os anticorpos IgY anti-BnSP-7 séo eficazes no reconhecimento
de PLA: Lys 49.

4.3. O anticorpo IgY anti-BnSP-7 é capaz de reconhecer a toxina BnSP-7

em diferentes concentracdes

O reconhecimento de IgY anti-BnSP-7 em diferentes concentragdes do
antigeno BnSP-7 foi analisada. Estudos anteriores realizados em nosso laboratério
descreveram a sensibilidade deste anticorpo nas concentragdes de 10ug/mL, 20pug/mL,
50pug/mL, 100pg/mL em reconhecer diferentes concentragdes de BnSP-7 (10ug/ml,
20pug/mL e 50pg/mL), sugerindo que independente das concentragdes de BnSP-7, o
anticorpo foi capaz de reconhecer o alvo, inclusive em suas menores concentragoes
(10pg/mL) (PIMENTEL, 2022). Com esse embasamento, testamos a capacidade de
reconhecimento de diferentes concentracdes de IgY anti-BnSP-7 (10pg/mL, 30pg/mL e
50pg/mL) frente a 10pg/mL de BnSP-7.

O resultado obtido revela que a capacidade de reconhecimento desse
anticorpo esta relacionada a sua concentracdo, visto que, em maiores concentracdes,
maior foi o reconhecimento (IE=1,325; 1,390 e 1,509 para as concentragdes de 10pg/mL

30ug/mL e 50pg/mL, respectivamente).
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Figura 9: Anélise da sensibilidade do anticorpo IgY anti-BnSP-7 em diferentes concentragdes (10, 30,
50ug/mL) por ELISA. A concentragdo do antigeno foi fixada em 10 pg/mL. A linha tracejada representa o
valor minimo de IE para resultados positivos. (*) Diferenca significativa entre as concentragdes 10 e 50
pg/mL de IgY anti-BnSP-7 (One-Way ANOVA, p< 0,05).

4.4 O anticorpo IgY anti-BnSP-7 afeta parcialmente a progressao
tumoral

Buscando avaliar o potencial citotoxico dos anticorpos IgY anti-BnSP-7
sobre as células tumorais de prostata (PC-3), foi realizado o ensaio de MTT. O anticorpo
ndo foi capaz de diminuir significativamente a viabilidade celular em nenhuma das
concentrag0es testadas (0,09- 50ug/mL) ap6s 24 h (Figura 10A). Entretanto, apds 48h de
tratamento, foi possivel observar que a partir de 0,78ug/mL, houve uma diferenca
estatistica significativa entre as porcentagens de viabilidade quando comparado ao
controle (p < 0,05), de modo que esse efeito é dependente da concentragdo (Figura 10B).
A partir desses resultados, selecionamos as concentragcdes mais baixas que obtiveram
diferenca estatistica (0,78ug/mL, 1,56pg/mL e 3,125ug/mL) para dar continuidade aos

ensaios.
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Figura 10: Efeito citotdxico dos anticorpos IgY anti-BnSP-7 sobre células tumorais de préstata PC-3 ap6s
(A) 24h e (B) 48h. Os tratamentos variaram de 50 a 0,09 pg/mL. Meio RPMI 1640 completo com PC-3 ndo
tratadas foram utilizadas como controle negativo para morte celular. (**) e (***) representam a diferenca

significativa das concentragdes de I1gY quanto ao controle negativo (CN) (One-Way ANOVA, p< 0,05).

O resultado obtido evidencia que o anticorpo € capaz de causar apenas uma
baixa citotoxicidade em células PC-3 in vitro, o que pode estar relacionado a auséncia de
um microambiente celular complexo. A acéo citotdxica in vivo de um anticorpo é indireta,
assim, pode atuar por meio da ativacdo do sistema complemento pela via classica;
opsonizacao dos antigenos para aumentar a fagocitose e citotocixidade celular dependente
de anticorpo (ADCC), em que 0s anticorpos marcam 0s agentes para serem destruidos
pelas células do sistema imune inato (células NK) (ABBAS et. al., 2015; TEVA,
FERNANDEZ; SILVA, [S.d.]). Portanto, a inexisténcia dessas outras células poderiam
justificar a baixa taxa de morte celular.

Estudo realizado por Vainio e colaboradores (2011), demonstrou que o
silenciamento génico do grupo VII PLA, (PLA2G7) em cultura de células PC-3 nédo
afetou a viabilidade celular, no entanto, diminuiu a capacidade das células de migrarem
em culturas 2D e 3D, confirmando o papel da PLA2G7 em promover migragao e invaséo
em CaP. Com isso, decidimos investigar se anticorpo anti-BnSP-7 poderia interfirir nos
processos de adesdo e migracdo celular, eventos imprescindiveis para 0 processo
metastatico.

A adesdo célula-célula é reduzida durante o processo de metastase, sendo
um dos fatores chave para a disseminacao das células neoplésicas do tumor primario para
outros orgaos (GKRETSI; STYLIANOPOQULOS, 2018). Sadaria e colaboradores (2011)
demonstraram que a inibicdo de sPLA; com &cido 5-(4-benziloxifenil)-4S-(7-fenil-

heptanoilamino) pentandico em células FLO-1 de adenocarcinoma de es6fago, diminuiu
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a expressao da molécula de adesdo intracelular-1 (ICAM-1) e atenuou a ativacao de NF-
kB. Além disso, Gimenes e colaboradores (2017) demonstraram em seu estudo que a
inibicdo de PLA2 com yCdcPLI, derivado de Crotalus durissus collilineatus, em células
MDA-MB-231 de cancer de mama, resultou na diminuicdo da adesdo, migracdo e
invasdo. O yCdcPLI também foi capaz de reduzir a producdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e dos niveis de prostaglandinas, alem de inibir a expressdo
de genes e proteinas da via PI3K/ Akt.

No entanto, em células PC-3, o anticorpo IgY-BnSP-7 nédo foi capaz de
inibir significativamente o processo de adesdo em nenhum dos componentes da matriz
extracelular testados (matrigel, colageno IV e fibronectina), em nenhuma das
concentragOes testadas (0,78 a 3,125 ug/mL) (Figura 11 e 12). Ao serem comparados a
literatura, esses resultados sugerem que diversos tipos de cancer respondem de forma
diferente & inibic&o de PLA..
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Figura 11: Fotomicrografia representando a adesdo das células PC-3 em pocos previamente revestidas
com Matrigel, colageno 1V e fibronectina, ap6s tratamento com IgY anti-BnSP-7 variando de 0,78 a 3,125
pg/mL. Meio RPMI 1640 completo com células PC-3 ndo tratadas foram utilizados como controle positivo
para adesdo celular. Ampliada 10x.
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Figura 12: Porcentagem de adesdo celular de PC-3 ap6s tratamento com IgY anti-BnSP-7 (0,78 a 3,125

pg/mL) por 3h em (A) matrigel, (B) colageno, (C) fibronectina, avaliado pelo ensaio de MTT.

Atrelado ao processo de adesdo, as células passam por alteracdes bioquimicas

reversiveis que permitem que as células epiteliais adquiram o fendtipo de células
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mesenquimais, conferindo a capacidade de migrag&o, crucial para o progresso do cancer
e metastase, processo esse denominado transicdo epitelial-mesenquimal (EMT) (FARES
et al., 2020). O anticorpo IgY anti-BnSP-7 afetou a migracdo de células PC-3 em dois
modelos de migracéo, ensaio por wound healing e ensaio com transwell. No ensaio de
wound healing (Figuras 13A e 13B) o anticorpo inibiu a porcentagem de fechamento em
19,3%, 22,9% e 7,9% em concentragdes variando de 0,78 a 3,125ug/mL,
respectivamente, comparado ao controle. 1gY anti-BnSP-7 também inibiu a migragéo de
celulas PC-3 no ensaio com transwell quando se utilizou a concentracdo de 3,125ug/mL
comparado ao controle positivo (Figuras 14A e 14B). No controle positivo, 0 nimero de
células que haviam migrado foi de 467 células, sendo reduzido para cerca de 265 células.
A
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Figura 13: (A) Fotomicrografia representando a lesdo feita com ponteira de 200 puL (Oh) e o fechamento
da mesma (24h) apds tratamento com IgY anti-BnSP-7 variando de 0,78 a 3,125 pug/mL. Meio RPMI 1640
completo com células PC-3 néo tratadas foram utilizados como controle negativo para inibigdo da migracéo
horizontal. Ampliada 10x. (B) Porcentagem de fechamento da lesdo ap6s 24h (software Imagel).
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Porcentagens destacadas acima das barras representam a porcentagem de inibicdo do tratamento realizado
com IgY anti-BnSP-7.
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Figura 14: (A) Fotomicrografia representando a migragdo celular de PC-3 ap6s tratamento com IgY anti-
BnSP-7 (0,78 a 3,125 ug/mL) por 24h. Células nio tratadas incubadas sem e com soro fetal bovino (SFB),
foram utilizadas como controle negativo e positivo, respectivamente. As células foram coradas com Kit
Panotic. Aumento 20x. (B) Efeito de inibicdo de diferentes concentragdoes de IgY anti-BnSP-7 na migracéo
de células PC-3 pelo ensaio de migracéo em transwell. Células ndo tratadas incubadas sem e com soro fetal
bovino (SFB), foram utilizadas como controle negativo (CN) e positivo (CP), respectivamente. (***)
representa a diferenca significativa das concentracBes de IgY quanto ao controle positivo (One-Way
ANOVA, p<0,05).

Alguns estudos também demonstraram o impacto da inibicdo de
fosfolipases na migragdo tumoral. Tunset e colaboradores (2019) demonstraram que a
inibicdo de cPLAza por CIX (inibidor X de cPLA2a), a concentracfes ndo toxicas,
blogueia migragdo de células murinas de cancer de mama metastaticas 4T1, além de
reduzir a produgéo de prostaglandinas. Chen e colaboradores (2017) reportaram a
expressdo aberrante de cPLA20 em células de cancer de mama MDA-MB-231. O

knockdown de cPLAza nessas células inibiu a indugdo de EMT por TGF-B pela via
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PI3/Akt. Dong e colaboradores (2014) demonstraram que a inibicdo de sPLA>-1la por
anticorpo, inibe a ativacdo de NF-kB e bloqueia a ligagao entre sSPLA2-11a e receptores de
EGFR (HERL1), tendo efeitos anti-cancer em células cancerigenas de pulmédo A549
(CHEN et al. 2017).

Em nossos estudos, verificamos que os anticorpos IgY anti-BnSP-7 nas
concentracdes testadas apesar de ndo terem sido efeitivos em interferir na viabilidade e
na adesao de células tumorais PC-3, causaram uma discreta alteracdo na migracéo celular,
0 que abre caminho para novos estudos que visam explorar melhor seu papel nesses
mecanismos, ou até mesmo avaliar o seu potencial de reconhecimento frente a PLA>S

enddgenas envolvidas nos processos de proliferacdo e progressao tumoral.

5. CONCLUSAO

No presente estudo, foram produzidos e purificados anticorpos IgY anti-BnSP-7,
uma fosfolipase A2 Lys49 homologa de B. pauloensis. Esse anticorpo foi capaz de
reconhecer diferentes PLAs em peconhas brutas de B. jararacussu e B. pauloensis, além
de reconhecer toxinas BthTX-I, BthTX-II e seu proprio antigeno (BnSP-7) em diferentes
concentragdes de anticorpo. Ademais, avaliamos o potencial citotoxico e anti-metastatico
de IgY anti-BnSP-7, frente ao cancer de préstata. O anticorpo causou baixa toxicidade
em células PC-3 e ndo foi capaz de inibir o processo de adesdo celular. Todavia, foi capaz
de inibir a migracdo celular, um dos processos cruciais para a metastase tumoral. Novos
estudos sdo necessarios para compreender e elucidar mecanismos moleculares pelos quais
o0 anticorpos IgY anti-BnSP7 poderia interferir durante a migragéo celular. Por fim, esses
resultados demonstram que as fosfolipases Az participam de processos imprescindiveis
para o desenvolvimento tumoral e sua inibicdo por anticorpos pode ser uma ferramenta

biotecnoldgica interessante para auxiliar no tratamento de cancer.
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