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Resumo

Dentre as toxinas mais bem estudadas das aranhas do
género Loxosceles destacam-se as Fosfolipases-D,
onde os comprometimentos com a derme sao bastante
descritos na literatura, no entanto, estudos sobre a
epiderme, sdo escassos, especialmente sobre os
queratinécitos. Neste trabalho foram realizados ensaios
com queratinécitos humanos, normais, adultos da
linhagem HaCaT. Essas células foram incubadas com
fosfolipases-D recombinantes de aranhas do género
Loxosceles por diferentes tempos de tratamento e em
diferentes concentracbes e avaliadas quanto a
morfologia e viabilidade. Os resultados obtidos
mostraram aumento da viabilidade nos maiores tempos e

concentracoes testadas.
Introducao

As aranhas marrons (Loxosceles) sdo bastante
conhecidas por desencadearem nas suas vitimas uma
necrose no local da pele picada (GREMSKI et al., 2021).
Muitos sdo os trabalhos que estudam o envolvimento
das toxinas presentes no veneno na derme, no entanto,
sdo escassos 0s estudos sobre os queratindcitos da
epiderme. Os queratinécitos possuem um papel
fundamental na resolugcdo de lesbes, ndo sO pela
capacidade deproliferar e migrar, 0 que promove reparo
do local, como também, por produzirem Varios
mediadores (STEINHOF et al., 2001). Diante do exposto,
para este projeto foram avaliados os efeitos das
fosfolipases-D recombinantes de Loxosceles intermedia

sobre a morfologia, viabilidade e proliferacdo celular.
Material e Métodos

Células da Linhagem HaCaT, foram plagueadas na
densidade de cinco mil células por pogo,
tratados por 24, 48 e 72h com a fosfolipase-D
recombinante de Loxosceles intermedia (LiRecDT1) nas
concentracdes de 5, 20 e 40ug/mL (ensaios realizados
em pentaplicata). Para o controle negativo as células
permaneceram em meio de cultura sem soro fetal
bovino. Em cada tempo e concentracdo do tratamento as
células foram fotografadas para observacdo dos
aspectos morfolégicos. Para verificar a viabilidade e
proliferacédo celular foi usado o método do MTT 3-(4,5-
dimetilazil-2-il)-2,5  difenil  tetrazdlico. =~ Apdés o0s
tratamentos as células foram submetidas a exposi¢cédo
com MTT e os cristais de formazan formados foram
solubilizados em DMSO. A absorbancia foi obtida em
550nm.

Resultados e Discussao

Os ensaios de morfologia mostraram um padréo celular
semelhante entre as células tratadas com a fosfolipase-D
de Loxosceles intermedia e os controles para todos os
tempos testados (figura 1). De modo geral, as células
mantiveram a morfologia tipicamente alongadas, sendo
observadas algumas células de forma arredondada no
tempo de 72 horas de tratamento em todos 0S grupos
testados e também para o controle negativo.
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Analise munéﬂ‘f@i?&ggr% eleIo ua xing recombinante LiRecDT1
obtida de Loxosceles intermedia sobre as células da linhagem
HaCaT. (A, B, C e D) Células tratadas por 24 horas, (E, F, G e H)
células tratadas por 48 horas e (I, J, K e L) células tratadas por 72
horas. (A, E e I) representam o controle negativo (meio de cultivo
desprovido de soro fetal bovino), (B, F e J) representam células
tratadas com 5pg/mL (C, G e K) células tratadas com 20pg/mL e (D, H
e L) células tratadas com 40pg/mL.

E possivel observar que as células tratadas com
40pg/mL tiveram aumento da viabilidade e proliferacéo
celular apés 48 e 72h quando comparados aos
controles e as demais concentracfes de tratamento
testadas (Figura 2).
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Figura 2: Viabilidade das células da linhagem HaCaT tratadas
por diferentes tempos e com diferentes concentragfes da toxina
recombinante LiRecDT1 obtida de Loxosceles intermedia
guantificada pelo método do MTT. As células foram tratadas nas
concentracbes de 5, 20 e 40ug/mL por 24, 48 e 72 horas. Como
controle negativo foi usado meio de cultura sem soro fetal bovino.

Resultados obtidos de experimentos realizados em pentaplicata.
Conclusao ou Conclusdes

As células HaCaT ndo tiveram alteragdes morfolégicas
dependentes das concentracbes testadas e
apresentaram aumento da viabilidade e proliferacdo de

acordo com o método de avaliacao utilizado (MTT).
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