3
&

XXX Encontro Anual de Iniciacédo Cientifica
VIl Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Junior

eQlc

2021

AVALIACAO DE FOSFOLIPASES-D NO VENENO DE ARANHAS MARROM SOBRE DINAMICAS
CELULARES DE QUERATINOCITOS HUMANOS

Caroline Amanda da Silva (PROVIC/UEPG), Bruno Abel Resende Silva (Co Autor), Ana Carolina
Martins Wille (Orientador), e-mail: anacarolina.wille@yahoo.com.br

Universidade Estadual de Ponta Grossa/DEBIOGEM
Ciéncias Bioldgicas (2.00.00.00-6), Morfologia (2.06.00.00-3), Citologia e Biologia Celular (2.06.01.00-0)

Palavras-Chave: Queratindcitos, Loxosceles, Fosfolipases-D

Resumo

O envenenamento por aranhas marrom freqiientemente
causa em humanos a necrose da pele na regido da
picada. Entre as diversas toxinas que estdo presentes
nos venenos destas aranhas, destacam-se as
fosfolipases-D que, quando isoladas, podem reproduzir
os efeitos do envenenamento. Estudos relacionando os
efeitos destas toxinas nos queratindcitos da epiderme
sao escassos, desta forma, o objetivo deste trabalho foi
verificar os efeitos de uma fosfolipase-D recombinante
de aranha marrom sobre a dindmica da migragdo em
gueratinécitos humanos. Os resultados sugerem que
esta enzima possa estimular a migragdo destas células.

Introducao

O envenenamento por aranhas do género Loxosceles
pode provocar o loxoscelismo que pode evoluir para
guadros clinicos distintos; cutaneo ou dermonecrotico ou
cutaneo-visceral ou sistémico (da SILVA et al., 2021). O
desenvolvimento dos quadros clinicos deve-se as
propriedades das toxinas encontradas no veneno, entre
as quais se destacam as fosfolipases-D (GREMSKI et
al.,, 2021). Estudos dos efeitos destas toxinas isoladas
na pele mostraram amplo comprometimento da derme,
porém existem poucos estudos sobre a epiderme, diante
disso, neste projeto, foram analisados os efeitos das
fosfolipases-D loxoscélicas sobre a migracdo de
gueratinécitos, as células mais abundantes da epiderme.

Material e Métodos

Foram plagueadas 5x10* células da linhagem HaCaT de
queratinécitos humanos em placas de 96 pocos. Apds 24
horas em cultura, as células foram mantidas por mais 2
horas com mitomicina C e um risco foi feito na
monocamada de células com ponteira de micropipeta
(Scratch). As células foram tratadas com 1 e 40pg/mL de
uma fosfolipase-D recombinante de Loxosceles
intermedia (LiRecDT1) e os controles receberam apenas
meio de cultura. As imagens das areas livres de células
foram avaliadas nos tempos de 0, 8 e 24 horas e a area
calculada pelo software imageJ. Os experimentos foram
realizados em pentaplicata. A analise estatistica foi
realizada pela analise de variancia ANOVA.

Resultados e Discussao

Como mostrado na figura 1, é possivel observar que
apés 24 horas as células HaCaT migraram e
preencheram toda a area livre de células em todas as
concentracdes testadas.
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Figura 1. Migragdo de células HaCaT submetidas ao tratamento
com fosfolipases-D de Loxosceles intermedia. As células foram
submetidas ao tratamento nas concentracbes de 1 e 40pg/mL da
fosfolipase-D recombinante de Loxosceles intermedia por 0, 8 e
24horas e avaliadas pela técnica de Scratch
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Figura 2. Percentagem de migragéo de células HaCaT submetidas
ao tratamento com fosfolipases-D de Loxosceles intermedia. As
células foram submetidas ao tratamento nas concentracdes de 1, 40 e
80 pg/mL da fosfolipase-D recombinante de Loxosceles intermedia por
0, 8 e 24horas pela técnica de scratch.

No tempo de 8 horas de tratamento foi possivel observar
uma diferenga significativa entre o controle e os
tratamentos (Figuras 1D,1E, 1F e 2), sugerindo que a
fosfolipase-D de Loxosceles intermedia estimule a
migracao dos queratindcitos.

Conclusao ou Conclusoes

Pela técnica utlizada ¢é possivel sugerir que a
fosfolipase-D de  Loxosceles intermedia esteja
estimulando a migracdo dos queratinécitos e exerca um
papel importante nos eventos fisiolégicos desta célula.
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