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INTRODUCAO

O receptor P2X7 ¢ um receptor canal idnico aberto por ligante (ATP), com
caracteristicas farmacologicas peculiares e amplamente distribuindo em varios tecidos,
em especial em células neuronais e em células hematopoéticas. A ativagdo do receptor
P2X7 com altas concentragdes de ATP (>1 mM) causam a abertura de um poro de
grande condutincia que permite a passagem de moléculas até 1 kDa (North, 2002). A
abertura deste poro pela alta concentragdo de ATP em tempos prolongados de ativagao
causa, entre varios efeitos, a morte celular com caracteristicas de necrose (Surprenant et
al., 1996; Coutinho-Silva & Persechini, 1997; Paredes-Gamero et al., 2004; Paredes-
Gamero et al., 2007). Os peptideos antimicrobianos (PAM) estdo presentes em diversos
organismos como anfibios, mamifero, peixes, aracnideos e plantas, onde atuam na
primeira linha defesa destes seres (Harris et al., 2009), desta forma possuem a
capacidade de eliminar um grande espectro de microrganismos como bactérias, fungos e
alguns virus (Gallo et al., 2002). De modo geral, sabe-se que o alvo do mecanismo de
acdo dos PAMs ¢ a bicamada lipidica da membrana celular, onde podem levar ao
aumento do contetido liquido interno dos lipossomos (Epand & Vogel, 1999). A
gomesina ¢ um dos PAMs com maior potencial devido ao amplo espectro de agdo,
possuindo atividade contra diversas cepas de bactérias e fungos, indicando seu possivel
uso terapé€utico. Esta ¢ extraida dos hemocitos da tarantula da espécie gomesiana,
Ancathoscurria gomesiana e possui caracteristica anfipatica, além de conformagdo em
grampo- 3, que gera maior resisténcia a proteases presentes no plasma humano.

OBJETIVOS
Estabelecer a relagdao do receptor P2X7, que forma um poro de alta condutancia, com o
poro formado pela gomesina na linhagem murina CHO.

METODOLOGIA

Foi utilizada a linhagem celular de Ovario de Hamster Chinés (CHO) cultivada em meio
DMEN suplementado com 20% de SFB e 1% de sulfato de estreptomicina e penicilina e
mantidas em estufa umida a 37°C contendo 5% de CO2. A contagem das células foi
realizada utilizando a colora¢do com Trypan Blue, uma aliquota de 10 uL ¢ depositada
na camara de Neubauer sob uma laminula e levada ao microscopio Optico. As células de
linhagem CHO foram incubadas em diferentes concentragdes de Gomesina para
determinagdo do ECso por ensaio de MTT (3-(4,5-dimethithiazol-. 2-il)-2,5-difenil
tetrazolium bromide). Para a dosagem da viabilidade também foi utilizada 1 uM de



Calceina por 40 min e em seguida tratadas com 10 ¢ 20 uM de Gomesina. A
fluorescéncia da calceina foi quantificada em um Flex Station 3 microplate reader. A
morte celular causada pela gomesina foi confirmada usando-se Anexina-V e lodeto de
Propideo apds o tratamento das células de linhagem CHO com Gomesina 10 e 20 uM
por 2 h. A morte celular dependente de Gomesina foi inibida pelo OXATP em células de
linhagem CHO previamente incubadas com 300 puM de OxATP por 3 h e depois
estimuladas pela Gomesina por 24 h. Todos os experimentos foram realizados em
duplicata. Os gréficos foram construidos utilizando o software GraphPad Prism® 6.05
(GraphPad Software, Inc., California, CA, USA) e o software FlowJo X 10.0.7 foi
utilizado para a constru¢do dos graficos de citometria de fluxo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar o efeito citotoxico da Gomesina na linhagem celular CHO, as células foram
estimuladas com Gomesina em concentragdes de 10, 20 e 30 uM e a viabilidade celular
foi mensurada pelo ensaio de MTT. O ECso foi determinado em 20 pM, os resultados
deste experimento estdo representados na Figura 1, painel A. Em seguida, para
determinar verificar a morte celular de forma temporal as células CHO foram incubadas
com 1 pM de calceina por 40 min e entdo tratadas com 10 e 20 pM de Gomesina, a
fluorescéncia da calceina foi quantificada por um Flex Station 3 microplate reader e os
resultados estdo representados na Figura 1B. A morte celular por permeabilizacdo de
membrana causada pela Gomesina foi confirmada pelo ensaio de Annexina V e lodeto
de Propidio apds o tratamento das mesmas com 10 e 20 uM de Gomesina por 2 h
(Figura 2). A morte celular nas células CHO promovida pela Gomesina foi inibida pelo
antagonista irreversivel do receptor P2X7, o OXATP, as células CHO foram previamente
incubadas com 300 uM de OXATP por 3 h e depois estimulada pela Gomesina por 24 h
e os resultados estdo representados na Figura 3.
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Figure 1 — Efeito citotoxico da Gomesina na linhagem CHO. (A) Redugao
concentracdo dependente da viabilidade celular pela exposi¢do a gomesina em células
CHO ap6s tratamento por 24 h (ensaio MTT). (B) As células foram incubadas com 1
uM de calceina por 40 min e entdo tratadas com Gomesina. A fluorescencia da calceina
foi quantificada em um Flex Station 3 microplate reader.
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Figure 2 — Gomesina promove morte celular por permeabilizagdo de membrana na
linhagem CHO. A atividade citotoxica da Gomesina foi avaliada pelo corante An-V/7-
AAD e analisado apo6s o tratamento das células com 10 e 20 uM de Gomesina por 2 h.

s 200

S #

- e

<. 150~

-l‘é — —

9':_’_ 100-

V]

e

S 504

E *

g o —
. + % + 300 uM OXATP
- - + + 10 uM Gomesin

Figure 3 — Inibicdo da morte celular dependente de gomesina por OXATP. Células
CHO foram previamente incubadas com 300 uM de OxATP por 3 h e entdo estimuladas
com Gomesina por 24 h.

CONCLUSOES

Na linhagem celular CHO o inibidor do receptor P2X7, OXATP, reduziu a morte celular
por Gomesina, mostrando uma provavel relacdo do receptor P2X7 e a acdo da
Gomesina.
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