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Resumo 

 Aranhas do gênero Loxosceles representam um risco para a saúde 

humana, devido aos efeitos necróticos e sistêmicos de sua piacada. Os 

sintomas do envenenamento com as aranhas marrons variam de 

dermonecrose na maioria dos casos a hemólise sistêmica e coagulopatia, 

levando à falência renal agúda na minoria dos acidentes. Ao contrário dos 

efeitos sistêmicos, que já são bem caracterizados, os mecanismos de morte 

celular induzidas pela peçonha das aranhas marrons, ainda não são tão bem 

descritos na literatura. Existem evidências de que células tratadas com a 

peçonha iniciam uma resposta apoptótica, mas nenhuma via de apopotose foi 

caracterizada. No presente trabalho estudamos as caspases ativadas durante o 

processo de apoptose iniciado in vitro pela peçonha de Loxosceles similis em 

fibroblastos humanos. Utilizando o teste de metabolização de MTT, verificamos 

que dentre todas as linhagens testadas, apenas fibroblastos primários foram 

susceptíveis à ação da peçonha. Através das técnicas de microscopia de 

fluorescência e de citometria de fluxo, verificamos que fibroblastos humanos 

tratados com a peçonha iniciam uma resposta apoptótica. Fazendo uso ainda 

da citometria de fluxo, verificamos que a inibição das caspases-9, 6 e 4 

influenciaram no curso do processo apoptótico, diminuindo a marcação para 

anexina V-FITC em relação ao grupo tratado apenas com a peçonha. Por fim, 

utilizando a microscopia de fluorescência mostramos que as caspases efetoras 

3 e 7 também são ativadas durante o processo. 
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Abstract 

 Spiders from the Loxosceles genus represent a risk to human health due 

to the systemic and necrotic effect of their bite. The symptoms of envenomation 

with the brown spiders may vary from dermonecrosis in the majority of cases to 

coagulopathy and hemolysis leading to acute renal failure. Even though the 

systemic effects are well characterized, the cell death mechanisms triggered by 

the venom of the brown spiders are still not well described in literature. There is 

evidence in literature that many cells treated with the venom enter in an 

apoptotic process, however the triggering of this response is not well 

comprehended. In the present study we assessed the caspases activated 

during the process of apoptosis begun in vitro by the Loxosceles similis’ venom. 

Using the test of MTT metabolization, we verified that among all tested cell 

lines, only primary fibroblasts were affected by the brown spider’s venom. We 

demonstrate using fluorescence microscopy and flow cytometry that human 

fibroblasts treated with the whole venom started an apoptotic response. 

Furthermore, using flow cytometry we verified that the inhibition of caspases-4, -

6 and -9 decreased the percentage of cells labeled with the apoptosis marker 

annexin V-FITC. Ultimately, by fluorescence microscopy we could observe that 

the effectors caspases-3 and -7 are also activated during the process. 
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1. Introdução 

 1.1 Aranhas do gênero Loxosceles 

As aranhas do gênero Loxosceles pertencem à família Sicariidae, ordem 

araneomorpha. Atualmente existem 105 espécies do gênero Loxosceles 

descritas (Platnick, 2013). As aranhas desse gênero são popularmente 

conhecidas como aranhas marrons, devido à sua coloração variada de tons 

dessa cor. Podem ser chamadas também de aranhas-violino, por possuírem 

em seu cefalotórax uma mancha no formato desse instrumento. Elas medem, 

em média, de 2 a 3 cm de perna a perna e possuem três pares de olhos 

(Figura 1) (Futrell, 1992; Hogan et al., 2004).  

 

 

Figura 1: A aranha Loxosceles. À esquerda, aranha Loxosceles similis 
coletada na Gruta da Lapinha, Lagoa Santa, Minas Gerais (Foto: Anderson do 
Carmo, arquivo pessoal). À direita, vista anterior da aranha Loxosceles reclusa, 
com destaque à configuração de seis olhos dispostos em três díades (Fonte: 
Vetter & Visscher, 1998). 
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Elas apresentam hábitos de vida noturnos, não agressivos e são animais 

sedentários. Alimentam-se de pequenos insetos, , podem viver de 3 a 7 anos e 

são capazes de permanecer meses em ambientes com privação de água e 

alimentos. Elas ocupam uma grande variedade de habitats, tanto urbanos 

quanto naturais, são capazes de viver debaixo de pedras, troncos, interior de 

cavernas, buracos de árvores e locais áridos ou moderamente úmidos. Nesses 

locais, elas constroem suas teias irregulares e aguardam a presa. As 

construções humanas também são habitats favoráveis para essas aranhas, 

celeiros, garagens, viveiros e galpões apresentam condições que beneficiam o 

modo de vida desses animais. Em residências elas são encontradas embaixo 

de móveis, atrás de quadros, frestas no chão e dentro de armários e gavetas 

(Gertsch, 1967; Galiano & Hall, 1973; Futrell, 1992). 

As aranhas marrons estão distribuídas tanto regiões temperadas quanto 

em regiões tropicais, principalmente nas Américas e na África. Mas podem ser 

encontradas também na Europa, Oceânia e Ásia. No Brasil as seguintes 

espécies são encontradas: L. gaucho (Gerstch, 1967), L. laeta (Nicolet, 1849) e 

L. intermedia (Mello-Leitão, 1934) são as principais causadoras de acidentes, 

mas há também L. adelaida (Gerstch, 1967), L. amazonica (Gerstch, 1967), L. 

anomala (Mello-Leitão, 1917), L. chapadensis (Bertani, Fukushima & 

Nagahama, 2010) L. puortoi (Martins, Knysak & Bertani, 2002) e L. similis 

(Moenkhaus, 1898) (Platnick, 2013).  

Em Minas Gerais, há registros de L. similis, L. laeta, e L. anomala 

(Getsch, 1967; Álvares et al., 2004; Machado et al., 2005). Machado et al. 

(2005) relataram a presença dessas três espécies em Belo Horizonte sendo 

este o primeiro registro de L. similis em residências em área urbana. Até então, 
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essa espécie era encontrada somente no interior de Minas Gerais e em grutas 

nas redondezas de Belo Horizonte (Ferreira et al., 2000, 2005). Além disso, 

Andrade et al. (2001) capturaram espécimes de L. similis em grutas do Estado 

do Mato Grosso do Sul.  

 Assim, após diversos registros da aranha L. similis em ambientes 

antrópicos, estudos mais profundos do mecanismo de ação de seu veneno 

torna-se fundamental. 

 

 1.2. Loxoscelismo 

Acidentes causados por aranhas do gênero Loxosceles provocam sinais 

clínicos e sintomas característicos e são denominados loxoscelismo. Segundo 

o Ministério da Saúde (2013), em 2010, houve 23668 casos de acidentes por 

aranhas registrados no Brasil. Existem apenas três gêneros de relevância 

médica no país, sendo eles os gêneros Loxosceles, Phoneutria e Latrodectus, 

sendo que o primeiro é responsável por cerca de 50% do casos em que a 

aranha causadora é identificada, segundo o Ministério da Saúde. 

Na região sudeste, São Paulo é o estado que notifica o maior número de 

casos de acidentes por aranhas. No Brasil, os estados com maior número de 

acidentes são respectivamente Paraná e Santa Catarina (Marques-da-Silva & 

Fischer, 2005; Ministério da Saúde, 2013). O loxoscelismo é predominante na 

região metropolitana de Curitiba, com cerca de 2000 a 3000 casos por ano 

(Málaque et al., 2002).  

As aranhas-marrons são tipicamente animais inofensivos, picam apenas 

quando são comprimidas contra o corpo. Por isso, os acidentes domésticos 
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envolvendo esses animais ocorrem comumente quando a aranha está presente 

nas roupas ou calçados vestidos pela vítima, ou quando a pessoa está 

dormindo. Em Curitiba, dos 1,5 casos por 1000 habitantes registrados entre 

1993 e 2006, 20,1% das picadas ocorreram na coxa, 15,7% no tronco, 12% no 

braço e 18,4% da perna da vítima. Os acidentes são mais frequentes nos 

meses mais quentes do ano, havendo um número muito maior de casos entre 

outubro e fevereiro em relação ao resto do ano (Málaque et al., 2002; 

Dyachenko e Rozenman, 2006; Secretária Municipal de Saúde de Curitiba, 

2006; Diaz e Leblanc, 2007). 

Como a picada das aranhas-marrons é indolor no momento da picada e 

os primeiros sinais e sintomas se manifestam apenas algumas horas após o 

acidente, a vítima na maioria dos casos não é capaz de capturar ou identificar o 

animal, assim, o diagnóstico do loxoscelismo torna-se complicado, fazendo 

com que os casos não sejam corretamente notificados pelas autoridades. A 

picada é geralmente confundida com infecções cutâneas bacterianas ou virais, 

dermatites, vasculites ou úlcera diabética (Isbister & Vetter, 2005). 

O primeiro sintoma é uma dor agúda de grau variado, que pode ocorrer 

dentro de 2 a 8 horas após a picada, podendo progredir para uma sensação de 

queimadura. Em até 24 horas, o local da picada fica cercado por eritema e 

edema, em casos de severidade moderada e grave, as lesões progridem para 

necrose em 48 a 72 horas. A necrose apresenta como sinais iniciais 

hiperestesia, formação de bolha de conteúdo hemorrágico, enduração e 

cianose, gerando uma úlcera vermelho-azulada, dolorosa e coberta por escara, 

circundada por um halo de isquemia e vasoconstrição. O aumento da área da 

necrose pode ocorrer por espalhamento gravitacional, dependendo de onde 
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ocorreu a picada. A escara pode sair, deixando uma úlcera que podendo 

regredir em 6 a 8 semanas, porém alguns casos necessitam de enxerto. Febre 

e atralgia também podem acompanhar os sintomas descritos. Esse conjunto de 

sintomas é conhecido como loxoscelismo cutâneo e ocorre em 80% dos casos 

(Futrell, 1992; Andersen et al., 2011; Málaque et al., 2011). 

Ocasionalmente, o quadro clínico progride para diarreia, vômito, febre, 

cefaleia, coagulopatias, hemólise, petéquia, trombocitopenia e urticária em 24 a 

48 horas após a picada. Esta é uma complicação mais rara, denominada 

loxoscelismo cutâneo-hemolítico, que independe da severidade da lesão 

cutânea. Os sintomas característicos do loxoscelismo sistêmico são hemólise 

intra vascular, coagulação intravascular, em casos intensos de coagulação 

vascular, ocorre também uma falência renal agúda, esta sendo a principal 

causa de óbito. O percentual de morte pode chegar a 1,5% dos casos, sendo 

crianças e idosos os mais afetados (Schenone et al. 1989, 2001; Sezerino et al. 

1998; Hogan et al., 2004). 

Os efeitos biológicos das picadas de aranhas do gênero Loxosceles 

variam dependendo tanto da espécie causadora do acidente, diferenças inter e 

intraespecíficas (sexo e idade da aranha), quanto da vítima (espécie, idade, 

presença de comorbidades, variabilidade génetica, local da picada) (Barretto et 

al., 1985; Sezerino et al., 1998; de Oliveira et al., 1999; Gonçalves de Andrade 

et al,. 1999; Dyachenko & Rozenman, 2006; Pauli et al., 2006). O loxoscelismo 

sistêmico tem maior incidência em áreas onde a espécie L. laeta é 

predominante, como no Peru (27,2%), Chile (15,7%) e Santa Catarina, Brasil 

(13,1%) (Schenone et al., 1989; Sezerino et al., 1998; Abdulkader et al., 2008).  
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 1.2.1 Diagnóstico e tratamento do loxoscelismo. 

Como citado anteriormente, a picada indolor da aranha marrom dificulta 

o diagnóstico e o tratamento do loxoscelismo. Como a vítima não sente a 

picada, a identificação da aranha geralmente não ocorre e como este é o 

primeiro passo para um diagnóstico conclusivo e o início do tratamento, um 

atraso de 24 a 48 horas para a procura por atendimento médico por parte da 

vítima é comum e isso pode aumentar a lesão e complicar o tratamento. 

 Para o diagnóstico sem a identificação do agente causador, os sintomas 

clínicos são avaliados associados a dados epidemiológicos da região do 

acidente. (Malaque et al., 2002; Vetter, 2009). Diversos ensaios imunológicos já 

foram criados, porém nenhum desses métodos é disponibilizado 

comercialmente para diagnóstico, apesar de apresentarem potencial para 

aplicação clínica (Barret et al.,1993; Chavez-Olórtegui et al., 1998; Miller et al., 

2000; Krwyko & Gomez, 2002; McGlasson et al., 2009). 

Quanto ao tratamento, não existe consenso acerca do melhor esquema 

e há poucos estudos que comparem a eficácia das diversas intervenções 

indicadas (Pauli et al., 2006; Manríquez & Silva, 2009; Ibister & Fan, 2011;).  

 O soro antiaracnídico ou  é indicado a partir do momento em que a 

hemólise é detectada  e, no quadro cutâ neo, quando o diagnóstico é feito nas 

primeiras 72 horas; a limitação ao uso de antiveneno se deve ao diagnóstico  

tardio, muitas vezes realizado já com a necrose cutânea delimitada. Nesse 

caso, medidas de suporte, como uso de antissépticos, lavagem com 

permangato de potássio (KMnO)1:40.000 e curativos locais  são recomendados 
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até ser realizada a remoção da escara e acompanhamento cirúrgico para o 

manejo da úlcera e correção da cicatriz (Ministério da sáude, 2010).  

Existem outras terapias como oxigenoterapia hiperbárica, nitroglicerina 

tópica e eletrochoque, entretanto estes tratamentos apresentam resultados 

conflitantes e não são muito utilizados. O antiveneno é indicado em casos 

moderados e graves da lesão cutânea e com complicações sistêmicas. Para a 

forma cutâneo-visceral, também indica-se uma hidratação vigorosa, reposição 

de fluidos em casos de hemólise e coagulopatia e manejo da insuficiência renal 

agúda em casos mais severos. (Ministério da sáude, Fundação Nacional da 

saúde 2001; Málaque et al., 2002; Monteiro et al., 2002; da Silva et al., 2004; 

Abulkader et al., 2008; Manríquez & Silva, 2009; Andersen et al., 2011). 

 

 1.3 Peçonhas de aranhas do gênero Loxosceles 

 1.3.1 Componentes principais da peçonha 

As aranhas Loxosceles utilizam a peçonha como auxiliar na alimentação, 

paralisando insetos e também como mecanismo de defesa. A aranha injeta um 

total de aproximadamente 4 µL, com variação de 30 a 100 µg de proteínas 

dependendo da espécie (Forrester et al., 1978; Sams et al., 2001). As fêmeas 

produzem uma maior quantidade de veneno em relação aos machos e isso 

pode estar relacionado ao maior tamanho e peso das fêmeas. Além disso, o 

veneno das fêmeas ainda apresenta um potencial dermonecrótico maior em 

coelhos (De oliveira et al., 1999). 
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As peçonhas dessas aranhas são uma complexa mistura de 

substâncias. As toxinas presentes na peçonha variam 5 a 850 KDa, sendo que 

as moléculas de 5 a 40 KDa predominam (Veiga et al., 2000a). Transcriptomas 

das glândulas de veneno de L. laeta e L. intermedia mostram que 30,9% e 

43,5% dos transcritos, respectivamente, são toxinas (Fernandes-pedrosa et al., 

2008; Gresmki et al., 2010). 

Considerando que a aranha tem como principal uso da sua peçonha a 

captura e paralisação de presas, que são em sua maioria insetos, era previsto 

que grande parte das toxinas expressas na glândula de veneno da espécie L. 

intermedia fosse de peptídeos com atividade inseticida. Em 2010, Zobel-Thropp 

et al. verificaram que a esfingomielinase D é capaz de paralisar a pata traseira 

de grilos causando sua total extensão, favorecendo a captura da presa. De 

Castro et al. (2004) isolaram três toxinas da peçonha da peçonha de L. 

intermedia LiTx1 (7,4 kDa) LiTx2 (7,9 kDa) e LiTx3 (5,6 kDa), tóxicas para larvas 

de Spodoptera fugiperda. Estudos de bioinformática mostraram que LiTx3 pode 

ter ação em canais para Na+, para as outras proteínas citadas os dados foram 

inconclusivos. Em 2006, outra toxina, até hoje não caracterizada, foi 

denominada LiTx4 (GenBank número DQ388598.1). Essa toxina possui alta 

similaridade com LiTx2, logo elas podem ter funções e estrutura semelhantes 

(Gremski et al., 2010).  

Além das toxinas, o veneno também apresenta diversas enzimas. Essas 

proteínas também são compostos importantes no veneno de diversos animais, 

como abelhas, serpentes e aranhas (Rash & Hodgson, 2002). Várias enzimas já 

foram identificadas como constituintes das peçonhas de aranhas Loxosceles, 
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como mostrado na tabela 1, dentre elas estão hialuronidases, fosfatases 

alcalinas, proteases e lipases. 

Tabela 1: Atividades enzimáticas de peçonhas de aranhas Loxosceles. 
Modificado de: Rash & Hodgson (2002); Da Silva et al. (2004). 
 

Atividade 

enzimática 

Aranha Referências Bibliográficas 

Hialuronidase L. rufescens 

L. laeta 

L. reclusa 

 

L. deserta 

L. intermedia 

L. gaucho 

Wright et al., 1973; Geren et al., 1976 

Schenone & Suarez, 1978; Barbaro et al., 2005 

Geren et al., 1976; Young & Pincus, 2001; 

Barbaro et al., 2005 

Barbaro et al., 2005 

Barbaro et al., 2005; Da Silveira et al., 2007c 

Barbaro et al., 2005 

Fosfatase 

alcalina 

L. reclusa Heitz & Norment, 1974; Geren et al., 1976; 

Norment et al., 1979 

Esterase L. reclusa Wright et al., 1973; Norment et al., 1979  

Lipase L. reclusa Norment et al., 1979  

Hidrolase L. reclusa Geren et al., 1976; Norment et al., 1979  

ATPase L. reclusa 

L. laeta 

Geren et al., 1976 

Schenone & Suarez, 1978 

 

5` 

ribonucleotídeo 

fosfohidrolase 

 

L. reclusa 

 

Geren et al., 1976 

Esfingomielinase 

D/Fosfolipase D 

L. intermedia 

 

 

 

 

 

L. gaucho 

 

L. laeta 

 

Tambourgi et al., 1998a; Kalapothakis et al., 

2002, 2007; Araújo et al., 2003; Barbaro et al., 

2005; Chaim et al., 2006, 2011; Da Silveira et 

al., 2006, 2007a; Felicori et al., 2006; Appel et 

al., 2008; Gremski et al., 2010; De Giuseppe et 

al., 2011; Gomes et al., 2011 

Cunha et al., 2003; Barbaro et al., 2005; 

Machado et al., 2005b; Gomes et al., 2011 

Fernandes-Pedrosa et al., 2002, 2008; Barbaro 

et al., 2005; De Santi-Ferrara et al., 2009; 
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L. similis 

L. reclusa 

 

 

 

L. deserta 

L. rufescens 

L. boneti 

L. arizonica 

L. adelaida 

Catalán et al., 2011; Gomes et al., 2011 

Gomes et al., 2011; Chatzaki et al., 2012  

Forrester et al., 1978; Kurpiewski et al., 1981; 

Rekow et al., 1983; Rees et al., 1988; Futrell, 

1992; Merchant et al., 1998; Ramos-Cerillo et 

al., 2004; Barbaro et al., 2005 

Barbaro et al., 2005 

Young & Pincus, 2001 

Ramos-Cerillo et al., 2004 

Binford et al., 2005; Zobel-Thropp et al., 2010 

Pretel et al., 2005 

Proteases L. rufescens 

L. reclusa 

 

L. deserta 

L. intermedia 

 

 

 

 

L. gaucho 

 

L. laeta 

Young & Pincus, 2001  

Eskafi & Norment, 1976; Jong et al., 1979; 

Barbaro et al., 2005 

Barbaro et al., 2005 

Barbaro et al., 1996, 2005; De Souza et al., 

1998; Feitosa et al., 1998; Veiga et al., 1999, 

2000a,b; Da Silveira et al., 2002, 2007b; Zanetti 

et al., 2002; Gremski et al., 2010; Trevisan-Silva 

et al., 2010 

Barbaro et al., 1996, 2005; Barretto et al., 2003; 

Trevisan-Silva et al., 2010 

Barbaro et al., 1996, 2005; da Silveira et al., 

2002; Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Trevisan-

Silva et al., 2010  

 

Hialuronidases, são enzimas que tem como principal substrato o ácido 

hialurônico que é um mucopolissacarídeo que é o principal constituinte da matriz 

extracelular. Essas enzimas já foram encontradas em venenos de diversas 

aranhas. Acredita-se, que as hialuronidases favoreçam a dispersão dos outros 

componentes do veneno por meio da hidrólise do tecido conectivo (Kreil, 1995; 

Rash & Hodgson, 2002; Girish & Kemparaju 2007; Girish et al 2009). 
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As proteases, tem sua presença na peçonhas das aranhas marrons 

questionada. Alguns autores defendem que a presença dessas enzimas 

aconteça devido à contaminação por fluidos digestivos no momento da extração 

do veneno, principalmente se essa extração ocorrer por eletrochoque (Rash & 

Hodgson, 2002). Entretanto, há trabalhos em que serino e metaloproteases 

foram encontradas em transcritos das glândulas de peçonha de L. intermedia e 

L. laeta, reforçando o fato de que tais enzimas realmente estão presentes nos 

venenos das aranhas marrons (Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Gremski et al., 

2010). As metaloproteases são endopeptidases que são capazes de clivar 

grande parte das moléculas da matriz extracelular, como laminina, colágeno e 

fibronectina, remodelando as estruturas dessas moléculas. Essas proteases 

também podem atuar em moléculas plasmáticas como fibrinogênio. As 

metaloproteases que atuam na matriz extracelular são compostas por 

gelatinases, colagenases, estromelisinas e outras metaloproteases (Kleiner & 

Stetler-Stevenson, 1993).  

Além das metaloproteases, a peçonha das aranhas do gênero 

Loxosceles também possuem outro grupo de enzimas de amplo espectro de 

ação para moléculas plasmáticas e da matriz extracelular, as serinoproteases. 

Nesse grupo estão inclusas as enzimas trombina, plasmina, uroquinase e 

ativador de plasminogênio tecidual (Tang, 2001; Quattrocchi et al., 2002). Nos 

estudos de transcriptomas das glândulas de peçonha de L. intermedia e de L. 

laeta, sequências similares a inibidores de serino/cisteonoproteases foram 

encontradas (Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Gremski et al., 2010). Esses 

inibidores tem como provável função proteger as próprias toxinas proteicas 

contra as proteases da peçonha (Zupunski et al., 2003). 
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Outro grupo de proteínas presente na peçonha das aranhas desse 

gênero são as proteínas com atividade esfingomielinásica, estas são tidas 

como o principal arsenal tóxico para humanos da peçonha das aranhas 

marrons. O principal componente da peçonha das aranhas Loxosceles é a 

Esfingomielinase D (de 32 a 35 kDa), essa proteína já foi caracterizada 

bioquímica e biologicamente. A essa proteína, se atribuem os principais efeitos 

tóxicos do loxoscelismo, como dermonecrose, hemólise, agregação plaquetária 

e morte em camundongos (Forrester et al., 1978; Tambourgi et al., 1995; 

1998). Cerca de 16% e 20% das toxinas expressas nas glândulas de peçonha 

das aranhas L. laeta e de L. intermedia respectivamente, pertencem a esse 

grupo de enzimas (Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Gremski et al., 2010). 

 Até o momento, não são conhecidos todos os componentes presentes 

nas glândulas de peçonha de aranhas do gênero Loxosceles. Por exemplo, 

25% e 47% dos transcritos das glândulas das aranhas L. laeta e L. intermedia, 

respectivamente, possuem função desconhecida (Fernandes-Pedrosa et al., 

2008; Gremski et al., 2010). 

 

 1.3.2 Esfingomielinase D: características bioquímicas. 

 Como mostrado anteriormente, a maioria das ações de peçonhas de 

aranhas Loxosceles são atribuídas a proteínas com atividade enzimática de 

esgingomielinase D (SmaseD). Esta enzima é encontrada em outros animais 

como na saliva de carrapato e veneno de escorpião ( Alarcon-Chaidez et al. 

2009; Borchani et al. 2011). Ela ainda é produzida por algumas bactérias 
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patogênicas, como Corynebacterium pseudotuberculosis, Corynebacterium 

ulceran e Arcanobacteriumhemolyticun. A SmaseD de C. pseudotuberculosis 

possui 30% de similaridade com a enzima de Loxosceles e causa linfadenite 

em animais, é patogênica a humanos e apresenta efeitos fisiopatológicos 

semelhantes aos do loxoscelismo em modelos animais (Songer, 1997; Van 

meeteren et al., 2004). 

A enzima SmaseD é um tipo específico de fosfolipase D. Ela possui ação 

dependente de Mg2+ e converte esfingomielina em ceramida 1-fosfato (C1P, N-

acil-esfingosina 1-fosfato) e colina. C1P é um componente da bicamada lipídica 

e aparentemente não perturba a estrutura da membrana plasmática, porém esse 

fato é controverso. Entretanto, células de mamíferos tratadas com essa enzima 

não convertem C1P em ceramida (Murakami et al., 2005; Van Meeteren et al., 

2007; Stock et al., 2012). 

Com isso, foi criado um questionamento acerca da atividade biológica das 

enzimas SmaseD de Bactéria e de Loxosceles. Se a atividade das duas 

enzimas é diferentes, dúvidas sobre como a SmaseD de Loxosceles pode 

causar os efeitos fisiopatológicos foram então levantadas. Então, Van Meeteren 

et al., (2004), Lee & Lynch (2005) realizaram diversos testes de especifidade de 

substrato. O primeiro demonstrou que a SmaseD recombinante de L. laeta e de 

C. pseudotuberculosis são capazes de converter lisofosfatidilcolina (LPC) ligada 

à albumina em ácido lisofosfatídico (LPA) e colina. O segundo estudo, 

demonstrou que a SmaseD recombinante de L. reclusa hidrolisa, além de LPC e 

esfingomielina, os lisofosfolipídeos LPI (18:1-1 –oleoil-lisofosfatidilserina), LPG 

(18:1 ácido 1-oleoil-lisobisfosfatídico, liso-fator ativador plaquetário (C16:0) e 

ácido fosfatídico cíclico. 
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Devido ao amplo espectro de ação dessa enzima demonstrado nos 

estudos citados, foi sugerido, após o trabalho de Lee & Lynch (2005) que o 

nome da enzima SmaseD fosse substituída por lisofosfolipase D (PLD), 

tornando a enzima parte de um grupo mais amplo que poderia explicar melhor 

os efeitos desse grupo de toxinas dermonecróticas. 

 Apesar de a peçonha das aranhas do gênero Loxosceles ser bem 

caracterizada, os mecanismos que levam à morte das células tratadas com o 

veneno das aranhas desse gênero não é ainda bem conhecido. Este trabalho 

se propõe a estudar os mecanismos de morte celular causados pela peçonha 

da aranha Loxosceles similis, já que essa espécie é sinantrópica e encontrada 

em Minas Gerais e na região metropolitana de Belo Horizonte (Ferreira et al., 

2005; Machado et al., 2005a). 

 Estudos já mostraram que a PLD de Loxosceles em queratinócito causa 

apoptose ligada a um aumento da expressão de metaloproteinase-2 e -9 

(Paixão-Cavalcante, van den Berg, de Freitas Fernandes-Pedrosa, Gonçalves 

de Andrade, & Tambourgi, 2006), em eritrócitos ela gera produtos bioativos que 

estimulam o influxo de cálcio para o interior da célula por canais do tipo L e 

ainda é capaz de induzi lise celular após se associar diretamente ao Ciq e 

iniciar uma hemólise autóloga mediada via complemento (Chaves-Moreira et 

al., 2011; Tambourgi et al., 2007). Porém são poucos os estudos que 

investigaram os mecanismos de morte iniciados pela peçonha das aranhas 

marrons e seus componentes, portanto neste estudo buscamos conhecer 

melhor as vias de morte ceular ativadas em fibroblastos tratados com o veneno 

da aranha Loxosceles similis.  
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 1.4 Mecanismos de morte celular 

Células que estão morrendo, estão em um processo reversível, até que 

um certo ponto irreversível seja alcançado, e ultrapassado (Kroemer et al., 

2008). Esses pontos podem ser uma ativação massiva de caspases (Cohen et 

al, 1997), perda do potencial de ação de membrana mitocôndrial (Green et al, 

1997), permeabilização completa da membrana externa da mitocôndria (Green, 

2004) e exposição de resíduos de fosfatidilserina que emitem sinais para a 

fagocitose da célula. Entretanto, existem diversos exemplos de ativação de 

caspases que não levam a processos letais para a célula (Garrido & Kroemer, 

2004; Galuzzi et al., 2008), o potencial de membrana mitocôndrial pode ser 

dissipado sem que isso leve a um processo de morte instantânea (de Graaf, et 

al., 2004) e a exposição de fosfatidilserina pode ser reversível (Yang, et al., 

2002).  

Portanto, como não é possível estabelecer um ponto irreversível para o 

processo de morte celular, em 2009 o Comitê de Nomenclatura de Morte 

Celular, propôs que a célula deve ser considerada morta somente quando a 

célula perder a integridade da membrana celular, o que pode ser definido pela 

incorporação de certos corantes, quando a célula, incluindo seu núcleo, for 

completamente fragmentada em corpos distintos e/ou quando a célula ou seus 

fragmentos adjacentes sejam fagocitados por uma célula vizinha in vivo 

(Kroemer et al., 2009). Neste trabalho analisamos dois tipos de morte celular 

em células tratadas com o veneno bruto de L. similis, a apoptose e a necrose. 
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 1.4.1 Definição de apoptose 

O termo apoptose, foi definido por Kerr et al (1972) para representar um 

aspecto definido de um tipo de morte celular. Morfologicamente, a apoptose 

consiste em um arredondamento da célula, retração de pseudodópodes, 

diminuição do volume celular, condensação da cromatina, fragmentação 

nuclear, pouca ou nenhuma alteração nas organelas citoplasmáticas, formação 

de corpos apoptóticos na membrana celular (porém a membrana mantêm sua 

integridade até os estágios finais do processo) e fagocitose por um macrófago 

próximo à célula in vivo (Baehrecke, 2002; Barkla & Gibson, 1999; Roachi & 

Clark; 2000). 

A apoptose pode ser regulada por diversos moduladores, incluindo 

alguns íons (ex: Ca2+) (Matson & Chan; 2003), genes (ex. c-myc, Bcl-2/Bax, 

Fas, DR5) (Evan GI et al., 1992; Kischkel Fc et al., 2000; Hoetelmans RW et 

al., 2003), proteínas (ex. p53, caspases, IAPs) (Janicke et al., 1998; LaCasse et 

al., 1998; Alsafadi et al., 2009;) e até mesmo algumas organelas (ex. 

mitocôndria, retículo endoplasmático) (Breckenridge et al., 2003; Gershoni et 

al., 2009).  

O processo apoptótico tem ainda como característica, um fluxo contínuo 

de Ca2+, pois este íon está envolvido na ativação de diversas endonucleases, 

transglutaminases, regulação gênica, ativação de proteases e organização do 

citoesqueleto (Zimmerman et al., 1982;  Orrenius et al., 1992 Barbado et al., 
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2009) . Entretanto, o influxo de cálcio não é essencial para que ocorra a 

apoptose (Ulukaya et al., 2011).  

Existem algumas vias de apoptose, mesmo que morfologicamente 

similares, essas vias são iniciadas por diferentes vias bioquímicas. As 

principais vias seriam as vias intrínsecas ou extrínsecas, com ou sem a 

participação da mitocôndria (Danial & Korsmeyer, 2004; Kroemer et al; 2007). 

Porém pode existir sinalização cruzada entre essas vias (Taylor, Cullen, & 

Martin, 2008). 

A via extrínseca da apoptose, é definida por uma morte celular 

apoptótica induzida por sinais de stress extracelulares e propagada por 

receptores transmembrana específicos (Mehlen et al, 2011), essa via leva à 

ativação das caspases-8 e -10 (Reubold & Eschenburg, 2012).  

A via intrínseca ou via mitocondrial é iniciada por diferentes agentes de 

stress celular, como danos ao DNA ou predominância de estímulos pró-

apoptóticos que levem a uma permeabilização da membrana externa da 

mitocôndria (Taiti et al., 2010; Kroemer et al., 2007). A permeabilização leva à 

liberação do citocromo C da membrana interna para o citoplasma; (Kroemer et 

al., 2007), ligação do citocromo C ao Apaf-1 (apoptosis protease-activating 

factor 1) essa ligação, na presença do ATP, forma o apoptossomo que servirá 

como plataforma para a ativação da procaspase-9 (Riedl & Salvesen 2007), ao 

ser ativada, essa enzima levará à ativação da caspase efetora caspase-3 

(Rodriguez et al., 1999). Entretanto, o citocromo C pode ser ativado também 

pela via extrínseca levando também à ativação das procaspase-9 (Kulikov et 

al., 2012; Slee et al., 1999; Ulukaya, Acilan, & Yilmaz, 2011). 
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 1.4.1.1 Capases 

Capases pertencem a uma família de proteínas altamente conservada, 

dependentes de cisteínas e aspartato-específicas, são proteases ácidas que 

utilizam um resíduo de cisteína como núcleo catalítico e geralmente clivam 

suas proteínas alvos após um resíduo de aspartato (Alnemri et al., 1998). Elas 

podem ter tanto uma função apoptótica quanto uma função não apoptótica. Já 

foram caracterizadas 13 caspases em seres humanos (Chowdhury et al., 

2008). 

Todas as caspases existem na célula na forma de um precursor 

zimogênio inativo. Estudos de cristalografia de raio-X mostraram que elas são 

sintetizadas como um único polipeptídeo de 32-55 kDa, apresentando três 

domínios. O primeiro possui de 17-21 kDa, é o domínio onde está o sítio ativo 

da enzima e fica localizado no centro da proteína, o segundo se localiza no C-

terminal da proteína e possui de 10-13 kDa, é chamado de subunidade 

catalítica menor e por último um domínio NH2-terminal com 3-24 kDa chamado 

de domínio de morte (Martinon et al., 2001; Weber and Vincenz, 2001).  

O papel apoptótico dessas enzimas no processo de morte celular já é 

bem estabelecido. Neste processo, as caspases -2, -8, -9 e -10 são caspases 

iniciadoras, enquanto as caspases -3, -6 e -7 são caspases efetoras (Kumar & 

Vaux, 2002; Salvesen, 2002; Chowdhury et al., 2006). As caspases -1,-4,-5 e -

11 são importantes na ativação de vias inflamatórias, são chamadas de 

caspases inflamatórias e estão todas presentes no mesmo locus gênico 
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(Martinon & Tschopp, 2004). Neste trabalho foi dada ênfase na função das 

caspases -4, -3, -6 e -9 na morte de células tratadas com o veneno bruto de 

Loxosceles similis. 

A Caspase-9 é tida como a caspase canônica na via intrínseca 

mitocondrial de apoptose, esta via é regulada primariamente pelas famílias de 

proteínas Bcl-2 e BH-3 (Gross et al.,1999; Degterev et al.,2003). Nessa via, um 

sinal de morte celular leva à liberação do citocromo C da mitocôndria, que se 

liga e facilita a formação do apoptossomo septamérico, que recruta e ativa a 

caspase-9. A ligação entre o apoptossomo e a caspase-9 cliva e ativa as 

caspases -3, -6 e -7 (Li et al.,1997; Acehan et al., 2002). Essas três caspases, 

estão importantes caspases efetoras downstream que clivam diversos 

substratos em células apoptóticas, elas podem amplificar sinais tanto da via 

intrínseca quanto da via extrínseca (Porter & Janicke, 1999; Degterev et al., 

2003; Lakhani et al., 2006) Na figura 2 está mostrado um esquema das 

possíveis vias apoptóticas iniciadas pelas caspases -8 e -9. 
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Figura 2: Vias de ativação de caspases. A ativação de caspase 
através da via extrínseca envolve a ligação extracelular de um ligante de morte 
extracelular (como por exemplo FasL ou o Fator de Necrose Tumoral α (TNFα)) 
a um receptor de morte transmembrana. A ligação do receptor de morte com 
seu respectivo logante provoca o recrutamento de proteínas adaptadoras, 
como a Fas-associated death domain protein (FADD), que por sua vez recruta 
e agrega várias moléculas de caspase-8, desse modo promovendo o seu auto 
processamento e ativação. A caspase-8 ativa em seguida processa e ativa 
proteliticamente  as caspases-3 e -7, provocando a ativação de outras 
caspases e culminando na proteólise dos substratos e a morte celular. Em 
algumas situações, sinalizações da via extrínseca podem realizar uma 
sinalização cruzada com a via intrínseca através de uma proteólise de BH3-
only protein BID (BH3-agonista de interação do domínio de morte) mediada por 
caspase-8. A proteína BID processada (tBID) pode promover a liberação do 
citocromo C da mitocôndria e a montagem do apoptossomo (composto por 7 
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moléculas da proteína  apoptotic protease-activating factor-1 (APAF1) e o 
mesmo número de homodímeros de caspase-9). Na via intrÍnseca, diversos 
estímulos que provoquem stress celular ou danos, ativam um ou mais 
membros da família BH3-only proteins. Essas proteínas agem como um sensor 
específico da via para vários estímulos e são reguladas de formas distintas. 
Sua ativação, ao alcançar um certo limiar, ultrapassa o efeito inibitório das 
proteínas da família  anti-apoptotic B-cell lymphoma-2 (BCL-2) e promove o 
recrutamento dos oligômeros de BAK-BAX na memrabana externa da 
mitocôndria. Esses oligômeros permitem o efluxo de proteínas do espaço 
intermembranar para o citoplasma, como o citocromo C, que então reúne o 
complexo apoptossomo, ativa a caspase-9 e então propaga uma cascata 
proteolítica de ativação de outras caspases (Taylor et al., 2008).   

 

A caspase-4 humana é pouco caracterizada, porém ela parece estar 

ligada ao processo apoptótico induzido por stress do retículo endoplasmático. 

Entretanto, como seu gene, está localizado no mesmo locus gênico da enzima 

casapse-1, acredita-se que ela pode estar relacionada com o processo 

inflamatório. Segundo Sollberger et al (2012), a caspase-4 apresenta um papel 

essencial na ativação da caspase-1 no complexo do inflamassomo. 

 

 1.4.2 Definição de necrose 

A necrose é morfologicamente caracterizada por um ganho de volume 

celular, inchaço das organelas, rompimento da membrana celular e 

consequente vazamento do conteúdo intracelular (Kroemer et al 2009). Uma 

das principais diferenças da necrose para a apoptose é que, na primeira, como 

há um rompimento da membrana celular e um vazamento do conteúdo 

citoplasmático, um processo inflamatório se inicia. Já na segundo, como as 

células em apoptose são fagocitadas, não há vazamento de conteúdo 

intracelular, portanto não há processo inflamatório induzido por mediadores 

tipicamente intracelulares.  



23 
 

Porém, em um estado tardio da apoptose, a célula pode entrar em um 

estado de necrose secundária, isso ocorre principalmente in vitro quando não 

existem macrófagos para executar a fagocitose das células apoptóticas, estas 

acabam por sofrer um rompimento da membrana e entram em um estado 

necrótico após passar por um estado apoptótico (Ulukaya et al, 2011). 

Portanto, devido aos poucos estudos relacionando vias de morte celular 

e a peçonha de aranhas do gênero Loxosceles  neste trabalho iremos estudar 

as vias de morte celular induzidas pelo veneno bruto da aranha Loxosceles 

similis in vitro em fibroblastos dérmicos humanos. 
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2. Objetivos  

 

2.1 Objetivo geral 

 Investigar as vias de morte celular ativadas pela peçonha bruta de 

Loxosceles similis em fibroblastos dérmicos humanos. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 Estudar o efeito do veneno de L. similis em diferentes tipos 

celulares. 

 Identificar qual processo de morte celular é induzido pela peçonha 

bruta. 

 Identificar qual é a via de morte ativada pela peçonha dentro do 

processo de morte celular. 
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 3. Materiais e métodos: 

 3.1 Obtenção da peçonha bruta da aranha L. similis 

Para obtenção da peçonha, foi realizada remoção cirúrgica da glândula 

da aranha. As glândulas de diversas aranhas foram maceradas em água 

ultrapura tipo I grau biologia molecular (Phoneutria Biotecnologia e Serviços 

LTDA) e centrifugadas. O sobrenadante limpo foi coletado e estocado à -20°C 

para uso posterior. 

 

 3.2 Quantificação de proteínas 

 A quantificação de proteínas da peçonha bruta foi realizada segundo 

método descrito por Bradford (1976), utilizando-se albumina de soro bovino 

(Sigma-Aldrich, CA, USA) como padrão de proteínas. 

 

 3.3 Resolução eletroforética em gel SDS-PAGE 

 Foi utilizado o sistema de gel desnaturante SDS-PAGE (Laemmil, 1970), 

preparado em placas de vidro com espaçadores de 1 mm. O gel de separação 

era constituído de 12 % (v/v) de uma solução de: acrilamida/bisacrilamida 29:1 

(p/p); Tris-HCl 0,4 M pH 8,8; SDS 0,1% (p/v); 50 mM de persulfato de amônia 

(PSA) e 0,05% (v/v) de TEMED. O gel de concentração era constituído de 4% 

(v/v) de uma solução de: acrilamida/bisacrilamida 29:1 (p/p); Tris-HCl 0,125 M 

pH 6,8; SDS 0,1% (p/v); PSA 50 mM e TEMED 0,025% (v/v).  
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As amostras (10 µg) foram adicionadas ao tampão de amostra 

desnaturante para SDS-PAGE 2x concentrado (100 mM de Tris-HCl pH 6,8; 

4% de SDS; 0,2% de Azul de Bromofenol; 10% de β-mercaptoetanol; 20% de 

glicerol), fervidas durante 5 minutos e aplicadas às canaletas do gel. 

A eletroforese foi desenvolvida verticalmente com o tampão de 

eletroforese SDS-PAGE (0,3% Tris-HCl; 1,2% de glicina e 0,1% de SDS) a 

120V, 30 mA, durante aproximadamente 2 horas, até que o tampão da amostra 

atingisse o final do gel. Após a eletroforese, os géis foram revelados com a 

solução corante de Comassie Azul (0,25% de Comassie Azul; 45% de metanol; 

9% de ácido acético glacial) por 20 minutos à 25°C e lavados em solução 

descorante (45% metanol e 9% ácido acético glacial) até o desaparecimento da 

coloração de fundo.  

 

 3.4. Isolamento e cultivo dos fibroblastos 

Os fibroblastos primários dérmicos deste trabalho foram obtidos a partir 

de tecido epitelial humano e de tecido epitelial de coelhos. Para a obtenção do 

tecido epitelial de coelho, um pedaço de aproximadamente 1 cm2 de pele foi 

retirado das costas de carcaças de coelhos cedidas pelo Prof. Dr. Evanguedes 

Kalapothakis. Todos os protocolos foram realizados de acordo com as 

diretrizes para o uso humano de animais em laboratório estabelecidos pela 

UFMG. Este estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA/UFMG) (protocolo 305/2012). 

O tecido para a obtenção dos fibroblastos humanos foi a pele da 

pálpebra superior de cinco pacientes saudáveis, com idade entre 52 e 65 anos, 
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submetidos à blefaroplastia realizada na Clínica de Olhos da Santa Casa de 

Misericórdia de Belo Horizonte ou na Sociedade Oftamológica de Minas Gerais, 

de acordo com as normas aprovadas pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

UFMG (CAAE: 12482913.4.0000.5149). Logo após a remoção da pele, esta foi 

transferida para tubos de polietileno cônicos de 50 mL contendo 20 mL de meio 

de cultura DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Sigma-Aldrich) sem 

soro fetal bovino (SFB). A pele foi então encaminhada ao Laboratório de 

Imunologia Celular e Molecular localizado no ICB – UFMG. 

O protocolo para o isolomento de ambos os fibroblastos foi o mesmo e 

realizado como descrito a seguir. Em capela de fluxo laminar, os tecidos foram 

lavados em PBS 0,15M, pH 7,2 e transferidos para placa de cultura celular de 

60x15 mm (Sarstedt, Alemanha) onde foram cortados em pedaços de, 

aproximadamente, 1 mm2. Os pedaços de pele foram transferidos para tubo 

cônico de 50 mL contendo solução de 0,10% de colagenase tipo I em PBS 0,15 

M (NaCl 138 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 7,1 mM; KH2PO4 1,47 mM; pH 7,2) e 

incubados por 3 horas, em estufa à 37ºC, atmosfera úmida e 5% CO2. Durante 

esse período, a cada 15 minutos, o tubo contendo o tecido foi agitado 

vigorosamente. Decorrido o período de 3 horas, a digestão foi interrompida 

pela adição de meio de cultura suplementado com 10% de SFB. A seguir, o 

tubo cônico de 50 mL foi centrifugado a 350 g por 10 minutos na centrífuga 

Eppendorf 5804 R. Ao final da centrifugação, o sobrenadante foi desprezado, o 

precipitado foi ressuspendido em meio de cultura completo e transferido para 

garrafas de cultura celular T-25 cm2 e mantidas em estufa à 37ºC, atmosfera 

úmida e 5% CO2. 
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Após dois dias de cultivo, o conteúdo das garrafas de cultura foi 

transferido para tubos cônicos de 50 mL e centrifugado a 350 g à 20ºC por 10 

minutos. O sobrenadante foi descartado, o precipitado formado foi suspendido 

em 5 mL do respectivo meio de cultura basal e acondicionados em novas 

garrafas de cultura celular T-25 cm2, sendo utilizados nos experimentos a partir 

da terceira passagem.  

 

 3.5 Ensaio de MTT 

 Para analisar o metabolismo das células tratadas com o veneno bruto de 

Loxosceles similis e definir qual seria a dosagem utilizada do veneno nos 

demais ensaios, foi utilizado o método colorimétrico adaptado de Mosmann 

1983 utilizando o ensaio de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazol brometo 

(MTT) (Life Techologies). 

 Para esse ensaio, as células foram tripsinizadas da garrafa utilizando 

uma solução de tripsina-EDTA 0,05% (Life Technologies) e semeadas em 

placas de 24 poços com uma densidade de 105 células por poço e incubadas 

por 24 horas em uma estufa umidificada com 5% de CO2 à 37°C. 

 Para a definição do modelo celular a ser utilizado, utilizamos uma dose 

de veneno considerada alta na literatura de 60 µg/mL nos poços da placa de 

cultura. O tempo de incubação com o veneno foi de 24 horas. 

 Após o período de incubação, as células foram tratadas com o reagente 

MTT. Após duas horas de incubação com o MTT ocorre uma alteração da 

morfologia das células e a formação de cristais de formazan. Os cristais de 
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formazan são dissolvidos “overnight” com SDS-HCl 10% e a densidade ótica 

medida a 595 nm no leitor de placas Elx800, (BioTek, VT, USA).  

Como controle positivo de morte celular foi utilizada a Estaurosporina 

(Sigma-Aldrich) 200 nm em DMEM + 10% SFB, por 24 horas, o controle 

negativo consiste em células não tratadas. Os valores nos gráficos foram 

normalizados em relação ao controle negativo. Todos os dados foram 

analisados utilizando o GraphPad Software. 

Após o estabelecimento do tipo celular a ser utilizado nos demais 

ensaios, partimos então para a determinação do EC50 a ser utilizado. As 

células foram plaqueadas e tratadas com a peçonha por 24 h utilizando uma 

diluição seriada (100, 33, 11, 3.66 and 1.22 µg/mL). Após as 24 h de incubação 

o protocol de MTT foi realizado. Todos os dados foram analisados utilizando o 

GraphPad Software. 

 

 3.6 Microscopia de Fluorescência para determinação de apoptose 

Para uma avaliação inicial do processo de morte celular sob o 

tratamento de veneno bruto de Loxosceles similis foi realizado um ensaio de 

microscopia de fluorescência. Para esse ensaio, as células foram tripsinizadas 

conforme citado anteriormente e plaqueadas em uma densidade de 5x104 

células por poço. Elas foram incubadas em DMEM + 10% SBF e mantidas por 

24 h em estufa umidificada à 37°C e 5% de CO2. As células foram tratadas com 

o EC50 do veneno por 24 horas. Como controle de morte foi utilizada a 

Estaurosporina 200 nM por 24 horas para controle de necrose tardia e a 

mesma droga por 4 horas para controle de apoptose. 
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Após os tempos de incubação, as células foram marcadas com Iodeto 

de Propídeo (Life Technologies, CA, USA) na concetração de 5 µg/mL para 

avaliar a necrose e YO-PRO-1 5 µM (Life Technologies) para avaliar a 

apoptose por 30 minutos. As imagens foram realizadas utilizando o Microscópio 

de Fluorescência Nikon TI-Eclipse acoplado com a objetiva Nikon CFI S Plan 

Fluor ELWD 20X (N.A. 0.45), fonte de iluminação Lambda DG-4 (Sutter 

Instrument, USA) e uma câmera EMCCD LucaEM R (Andor Techonology, 

USA) (Nikon, JAP) localizado no “Centro de Aquisição e Processamento de 

Imagem do Instituto de Ciências Biológicas - UFMG (CAPI)”. Os filtros de 

emissão (EM) e excitação (EX) utilizados para a fluorescência do YO-PRO-1 

foram EM 480/30 e EX 535/40, respectivamente. Os filtros EM 540/25 e EX 

605/55 foram utilizados para coletar as imagens com iodeto de propídeo. 

Células não marcadas foram utilizadas como controle negativo. 

 

 3.7 Citometria de fluxo para determinação de apoptose 

 Para esse ensaio, foram plaqueadas 105 células por poço em placas de 

24 poços. Elas foram incubadas por 24 h em DMEM + 10% SFB em estufa 

umidificada à 37°C e 5% de CO2. As células foram então tratadas com 40 

µg/mL de veneno bruto de L. similis por 24 horas. Estaurosporina na 

concentração de 200 nM por 24 horas foi utilizada como controle positivo de 

morte celular.  

 Após o tratamento as células foram tripsinizadas da placa de 24 poços 

utilizando uma solução de tripsina-EDTA 0,05%, centrifugadas por 10 min a 

350 g. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e o pellet ressuspenso em 1 mL 

http://products.invitrogen.com/ivgn/product/Y3603


33 
 

de PBS 0,15 M. Elas foram então centrifugadas mais uma vez a 350 g, o 

sobrenadante retirado e as células ressuspendidas em tampão de ligação a 

Anexina V (50 mM HEPES, 700 mM NaCl, 12.5 mM CaCl2, pH 7.4). 

As células foram então marcadas com o kit de detecção de Anexina V-

FITC (Sigma-Aldrich) de acordo com protocolo do fabricante. As leituras foram 

realizadas no citômetro Guava EasyCyte 6-2L (Millipore, MA, USA). A 

fluorescência para Anexina V-FITC foi coletada utilizando o filtro de emissão de 

525/30 e a fluorescência para iodeto de propídeo foi coletada utilizando o filtro 

de emissão de 583/26. Os sinais de fluorescência foram devidamente 

compensados antes da coleta dos dados, utilizando células marcadas 

separadamente com cada fluorocromo. Os dados foram analizados utilizando o 

software FlowJo (Tree Star, San Carlos, CA, USA). 

 

 3.8 Citometria de fluxo para análise da atuação de caspases no 

processo de apoptose 

 Para esse ensaio, foram plaqueadas 105 células por poço em placas de 

24 poços. Elas foram incubadas por 24 h em DMEM + 10% SFB em estufa 

umidificada à 37°C e 5% de CO2. 

 As células foram então tratadas com 40 µg/mL de veneno bruto de L. 

similis por 24 horas. Juntamente com o veneno foram adicionados inibidores 

diversos de caspases: inibidores permeáveis para as caspases 4, 6 e 9 (Sigma-

Aldrich). Esses inibidores são peptídeos e suas respectivas sequências de 

aminoácidos se encontram na tabela 2. Cada um desses inibidores foi 

adicionado na concentração de 20 µM no meio de cultura. Estaurosporina na 
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concentração de 200 nM por 24 horas foi utilizada como controle positivo de 

morte celular. 

 Sequência de aminácidos 

Inibidor da caspase-4 

 

Ac-AAVALLPAVLLALLAPLEVD-al 

 

Inibidor da caspase-6 

 

Ac-AAVALLPAVLLALLAPVEID-al 

 

Inibidor da caspase-9 

 

Ac-AAVALLPAVLLALLAPLEHD-al 

 

Tabela 2: A sequência de aminoácidos dos inibidores de caspase utilizados 
neste trabalho 

 

Após o tratamento as células foram tripsinizadas da placa de 24 poços 

utilizando uma solução de tripsina-EDTA 0,05%, centrifugadas por 10 min a 

350 g. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e o pellet ressuspenso em 1 mL 

de PBS 0,15 M. Elas foram então centrifugadas mais uma vez a 350 g, o 

sobrenadante retirado e as células ressuspendidas em tampão de ligação a 

Anexina (50 mM HEPES, 700 mM NaCl, 12.5mM CaCl2, pH 7.4). 

As células foram então marcadas com o kit de detecção de Anexina V-

FITC (Sigma-Aldrich) de acordo com protocolo fornecido pelo fabricante. As 

leituras foram realizadas no citômetro Guava EasyCyte 6-2L (Millipore). As 

células foram então marcadas com o kit de detecção de Anexina V-FITC 

(Sigma-Aldrich) de acordo com protocolo anexado ao kit. As leituras foram 

realizadas no citômetro Guava EasyCyte 6-2L (Millipore, MA, USA). A 
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fluorescência para Anexina V-FITC foi coletada utilizando o filtro de emissão de 

525/30 e a fluorescência para iodeto de propídeo foi coletada utilizando o filtro 

de emissão de 583/26. Os sinais de fluorescência foram devidamente 

compensados antes da coleta dos dados, utilizando células marcadas com 

separadamente com cada fluorocromo. Os dados foram analizados utilizando o 

software FlowJo (Tree Star, San Carlos, CA, USA). 

 

 3.9 Microscopia de Fluorescência para detecção de caspase-3 ativa 

Para avaliação da ativação de caspase-3 em células tratadas com o 

veneno bruto de Loxosceles similis foi realizado um ensaio de microscopia de 

fluorescência. 

Para esse ensaio, as células foram tripsinizadas conforme citado 

anteriormente e plaqueadas em uma densidade de 5x104 células por poçoda 

placa de 24 poços. Elas foram incubadas por 24 h em DMEM + 10% SFB em 

estufa umidificada à 37°C e 5% de CO2. As células foram tratadas com o EC50 

do veneno por 24 e 48 horas. Como controle de morte foi utilizada a 

Estaurosporina 200 nM por 4 horas para controle de ativação da caspase-3. 

 Após os tempos de incubação, as células foram marcadas com “Vybrant 

FAM Caspase-3 and -7 Assay Kit” por 30 minutos. As imagens foram 

realizadas utilizando o Microscópio de Fluorescência Nikon Eclipse TI como 

descrito na seção 3.6. Os filtros de EM e EX utilziados para a coleta da 

fluorescência do Vybrant FAM Caspase-3 and -7 foram EM 480/30 e EX 

535/40, respectivamente. 
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 3.10 Análise estatística 

 Todos os dados mostrados representam pelo menos três experimentos 

independents e são expressos utilizando a media ± o erro padrão da media 

(SEM). As análises estatísticas foram realizadas utilizando o GraphPad 

software. Experimentos com mais de dois grupos de dados foram comparados 

utilizando o teste one-way ANOVA e o pós-teste de Bonferroni. 
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 4. Resultados 

 4.1 Perfil eletroforético da peçonha 

 Após a extração do veneno, foi realizada uma quantificação por Bradford 

e uma corrida em gel de poliacrilamida SDS-Page para verificação do perfil 

eletroforético do extrato obtido.  

 

 Figura 3: Gel de poliacrilamida SDS-PAGE mostrou que o veneno 

extraído possuía qualidade esperada. Corrida das alíquotas da peçonha em 

gel de poliacrilamida apresentou bandas bem definidas e nenhum arraste, 

indicando que as proteínas contidas no veneno não estavam degradadas. Na 

primeira canaleta foi corrido o padrão “Precision Plus Protein Dual Color” (Bio-

Rad) e à esquerda estão presentes os pesos moleculares correspondentes às 

bandas do padrão de peso molecular, na segunda e na terceira canaletas estão 

as alíquotas de diferentes extrações da peçonha. A banda demarcada com um 

retângulo corresponde à BSA colocada nas alíquotas para melhor conversação 

do veneno. 

 

 A média da quantificação obtida das alíquotas foi de 9,0 µg/µL e as 

proteínas obtidas do extrato da glândula de veneno se mostraram bem 
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conservadas e com a qualidade esperada, apresentando bandas isoladas e 

pouco ou nenhum arraste no gel (Fig. 3). 

 4.2 Fibroblastos tratados com o veneno bruto mostraram 

diminuição do metabolismo de MTT. 

 O teste de MTT mede o metabolismo do reagente MTT pelas 

mitocôndrias das células. Ao ser metabolizado, esse reagente gera cristais de 

formazan que ao serem diluídos com SDS-HCl 10% alteram a coloração do 

meio. Logo, quanto maior a mudança de coloração, mais reagente foi 

metabolizado, indicando que as mitocôndrias estão funcionais e as células 

viáveis. Essa mudança é medida em um leitor de absorbância no comprimento 

de onda de 595 nm. 
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Figura 4: O tratamento com a peçonha bruta de L. similis altera o 

metabolismo de MTT em culturas de fibroblastos. A atividade metabólica 

das células foram avaliadas utilizando o teste que mede a metabolização de 

MTT. O gráfico de barras mostra a porcentagem de MTT metabolizado com 24 

h de incubação com a peçonha nas células Skhep-1, Vero, Mouse Embryonic 

Fibroblast (MEF - BALB/3T3 clone A31), Fibroblasto Primário Humano e de 

Coelho. O controle consiste na média de todos os grupos não tratados. Todos 

os grupos foram comparados com o controle. (N=9, experimentos realizados 

em três dias independentes, *p<0.05, ***p<0,001) 

 

 Nesse ensaio observamos que diversas linhagens celulares tratadas 

com a peçonha bruta da aranha marrom não apresentaram qualquer 

diminuição em sua capacidade de metabolização do MTT (Fig. 4). As linhagens 

Skhep-1 (Adenocarcinoma hepático humano), Vero (Célula renal de 
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Cercopithecus aethiops) e MEF não apresentaram qualquer diminuição em sua 

atividade metabolica em relação ao controle. Já as duas células primárias de 

fibroblastos epiteliais, tanto de coelho quanto humano, apresentaram uma 

diminuição na metabolização do MTT. Os fibroblastos epiteliais humanos 

reduziram sua viabilidade para 60±0,8% enquanto os de coelhor apresentaram 

uma redução de 45±1,6%.  Devido à facilidade de obtenção de fibroblastos 

dérmicos humanos e este ser um modelo relevante e interessante para o 

estudo da ação do veneno pois a peçonha age principalmente na pele em caso 

de acidentes com humanos, decidimos utilizar estas células nos demais 

experimentos deste trabalho. 

 

 4.3 O EC50 do veneno em fibroblastos humanos foi de 40 µg/mL. 

 Para o cálculo do EC50 da peçonha bruta de L. similis em fibroblastos 

epiteliais humanos, também foi utlizado o teste de MTT. Obtivemos então o 

valor de 40 µg/mL para o EC50 do veneno nessas células (Fig. 5), todos os 

próximos experimentos foram realizados utilizando o EC50. Este valor de EC50 

já foi encontrado em outros estudos com a peçonha de aranhas Loxosceles 

(Nowatzki et al., 2010, 2012) in vitro. 
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 4.4 Tratamento com a peçonha bruta induz uma resposta 

apoptótica. 

 Para iniciar a investigação do processo de morte celular gerado pela 

peçonha bruta da aranha marrom, realizamos um ensaio de YO-PRO-1, um 

marcador de DNA que penetra nas células apenas quando estas se encontram 

em processo apoptótico, e iodeto de propídeo que foi utilizado como marcador 

de necrose, já que este só entra na célula quando a membrana celular 

encontra-se comprometida.  

Figura 5: O EC50 do efeito da peçonha de L. similis em fibroblastos 

humanos é 40 µg/mL. Fibroblastos humanos foram tratados com 

concentrações crescentes da peçonha. A metabolização de MTT foi medida 

após 24 horas de incubação com a peçonha (N=9, experimentos realizados em 

três dias independentes).  

 

 Neste ensaio as células tratadas com a peçonha bruta apresentaram 

uma porcentagem de células marcadas para apoptose (verde) muito acima da 
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porcentagem de células marcadas para necrose (vermelho) (Fig. 6A). A 

porcentagem de células tratadas com o veneno e positivas para YO-PRO-1 foi 

de 87±2,1%. O gráfico mostra que a resposta das células ao veneno se 

assemelha ao controle apoptótico, tratamento com estaurosporina por 4 h (Fig. 

6B). O controle de estaurosporina 24 h serviu como um controle para ambas as 

marcações, uma vez que in vitro as células ao final do processo apoptótico 

entram em uma necrose tardia devido à ausência de macrófagos para realizar 

a fagocitose, permitindo a entrada dos dois marcadores.  
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 Figura 6: Marcação com YO-PRO-1 indica que o tratamento com a 

peçonha de L. similis induz apoptose em fibroblastos. A, imagens 

representativas de fibroblastos tratados com estaurosporina por 4 h (n=91) ou 

24 h (n=99), tratado com peçonha por 24 h (n=124) ou não tratado (n=145). 

Células foram marcadas com YO-PRO-1 (verde) e iodeto de propídeo 

(vermelho), ambos são marcadores de ácidos nucleicos. As imagens de campo 

claro são mostradas à esquerda. As imagens sobrepostas (Merge) mostram 

células duplo marcadas. Os dados foram coletados em 3 diferentes 

experimentos. B, Quantificação das células marcadas com YO-PRO-1 e iodeto 

de propídeo. Todos os grupos foram comparados com o controle não marcado 

(***p<0,001).  
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Figura 7: Marcação com anexina V-FITC confirma que o tratamento com a 

peçonha de L. similis induz apoptose em fibroblastos. A, Gráficos 

representativos de citometria de fluxo de fibroblastos tratados com 

estaurosporina 24 h, peçonha por 24 h ou não tratados (n=9, experimentos 

foram realizados em 3 dias independentes). As células foram marcadas com 

anexina V-FITC (verde) e iodeto de propídeo (vermelho). Cinco mil eventos 

foram coletados por amostra. B, Os gráficos de barras mostram a porcentagem 

de células marcadas com anexina V-FITC, iodeto de propídeo, (neste grupo o 

eixo Y foi alterado para melhor visualização) duplo marcadas (anexina V-FITC 

e iodeto de propídeo) ou não marcadas. Todos os grupos foram comparados 

com o controle. (**p<0,01, ***p<0,001). 
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 Para confirmar este resultado, realizamos um ensaio de Anexina V e 

iodeto de propídeo no citômetro de fluxo. A anexina V é uma proteína que se 

liga à fosfatidilserina (um lipídeo da fase intracelular da membrana plasmática) 

que se externaliza durante o início do processo apoptótico. Esta exposição ao 

meio extracelular de fosfatidilserina é um indicador precoce para células 

apoptóticas. O iodeto de propídeo foi utilizado com a mesma finalidade do 

ensaio anterior. 

 Este ensaio confirmou o resultado do ensaio anterior e também 

apresentou uma grande quantidade de células marcadas para apoptose, 

43.6±3.5% (Fig. 7A). 12.8±3.3% das células apresentaram dupla marcação, 

indicando que elas já se encontravam no processo de necrose tardio. Como 

mostrado no gráfico, o veneno bruto apresenta uma maior porcentagem de 

células marcadas com anexina-V comparado com os outros marcadores (Fig. 

7B). 

 Portanto com esses ensaios demonstramos que fibroblastos humanos 

tratados com a peçonha bruta da aranha Loxosceles similis entram em um 

processo de morte celular por apoptose. 

 4.5 A inibição das caspases -4, -6 e -9 reduz a porcentagem de 

células em apoptose. 

 Para verificar se a apoptose era iniciada através de uma ativação de 

caspases, inibimos a caspase iniciadora -9, a caspase efetora -6 e uma 

caspase relacionada à inflamação, mas que também causou diminuição na 

marcação para apoptose, a caspase-4. Para a marcação das células neste 
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ensaio utilizamos os mesmos marcadores do ensaio anterior, anexina-V e 

iodeto de propídeo.  

 Observarmos que a inibição da caspase-9 causou uma redução na 

porcentagem de células marcadas para anexina em relação ao grupo tratado 

apenas com a peçonha (fig. 8A), de 67±3% para 25±2.4%. Esse resultado é 

coerente uma vez que a caspase-9 é uma caspase iniciadora e está mais 

upstream na via de ativação, logo sua inibição deveria causar uma grande 

redução na resposta apoptótica. 

 Os inibidores de caspases-4 e -6 também reduziram a marcação de 

anexina-V nos fibroblastos, apresentando 43±8% e 36±0,7% respectivamente 

de células positivas para essa marcação, como pode ser observado no gráfico 

da figura 8B. Todos os valores foram comparados com o grupo veículo, uma 

vez que este não apresentou diferença estatística em relação ao grupo controle 

não tratado. Além disso, os grupos tratados com os inibidores de caspases que 

apresentaram diferença em relação ao grupo tratado apenas com o veneno 

estão também indicados no gráfico. 
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 Figure 8: A inibição das caspases-4, -6, -9 reduz a quantidade de 

células apoptóticas. A, Os gráfcos representativos de citometria de fluxo de 

fibroblastos tratados com o veículo dos inibidores (DMSO) e estaurosporina 24 

h, peçonha por 48 h, inibidor de Caspase-4 mais peçonha por 48 h, inibidor de 

Caspase-6 mais peçonha por 48 h, inibidor de Caspase-9 mais peçonha por 48 

h ou não tratadas (N=12, experimento foi realizado em 4 dias independentes). 

As células foram marcadas com anexina V-FITC (verde) e iodeto de propídeo 

(vermelho). Cinco mil eventos foram coletados por amostra. B, Os gráficos de 

barras mostram a porcentagem de células marcadas com anexina V-FITC, 

iodeto de propídeo, (neste grupo o eixo Y foi alterado para melhor visualização) 

duplo marcadas (anexina V-FITC e iodeto de propídeo) ou não marcadas. 

Todos os grupos foram comparados com o veículo (*p<0,05 **p<0,01 

***p<0,001). 
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 4.6 A peçonha bruta também ativa as caspases-3 e -7 

 Realizamos um ensaio de microscopia de fluorescência para verificar se 

as principais caspases efetoras da via eram ativadas em fibroblastos tratados 

com a peçonha bruta da aranha marrom. Neste ensaio as células foram 

marcadas com o “Vybrant FAM Caspase-3 e -7 Assay Kit” que detecta as 

caspases-3 e -7 em sua forma ativa.  

 Como mostrado na figura 9A, a peçonha bruta da L. similis, células 

tratadas com a peçonha já mostram as enzimas ativadas com 24 horas de 

tratamento, o resultado do tratamento com 48 horas não apresentou diferença 

em relação ao tratamento com 24 horas, provavelmente a ativação das 

enzimas já era máximo no tempo mais curto. Neste ensaio foi medida a 

intensidade média de fluorescência emitida por cada célula e realizada uma 

média por grupo, como mostrado no gráfico da Fig. 9B. Os grupos tratados 

com a peçonha bruta por 24 h e 48 h apresentaram um aumento de 4,8 e 4,4 

vezes na intensidade de fluorescência medida respectivamente. Como controle 

de morte celular foi usada apenas a estaurosporina por 4 horas, uma vez que 

neste tempo ela já é capaz de ativar a cascata apoptótica. 
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 Figura 9: O tratamento com a peçonha de L. similis ativa as 
caspase-3 e 7. A, imagens representativas de fibroblastos tratados com 
estaurosporina por 4 h (n=133), peçonha por 24 h (n=152) e 48 h (n=152) ou 
não tratados (n=131). As células foram marcadas com Vybrant FAM Caspase-3 
e -7 (verde). As imagens de campo claro estão mostradas nos painéis à direita. 
B, O gráfico de barras mostra a quantificação da fluorescência de células 
marcadas. Todos os grupos foram comparados com o controle (***p<0,001).  
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 5. Discussão e conclusões 

 

 As aranhas do gênero Loxosceles são conhecidas por serem 

espalhadas por todo o globo terrestre. Essas aranhas foram localizadas no 

Brasil primeiramente em 1898 com a identificação da espécie Loxoseceles 

similis (Moenkhaus, 1898). No Brasil são reportados aproximadamente 10.000 

acidentes por ano envolvendo aranhas desse gênero. Sua peçonha é 

composta por diversas enzimas, dentre elas estão algumas serinoproteases, 

hialuronidases, metaloproteases e a lisofosfolipase-D, esta última a principal 

toxina responsável pelos sintomas do loxoscelismo. 

 O loxoscelismo apresenta como principal sinal clínico uma lesão 

cutânea, que se inicia com uma reação inflamatória caracterizada por edema 

ao redor da ferida, seguido por um acúmulo de células inflamatórias, 

hemorragia na derme e lesão de tecidos cutâneos, com a formação de uma 

cicatriz negra dentro de algumas semanas. Efeitos sistêmicos, começando por 

trombocitopenia, hemólise, coagulação intravascular e falência renal ocorrem 

em 16% dos casos (Futrell, 1992; Sezerino et al., 1998). Mesmo que os 

sintomas e mecanismos sistêmicos que levam ao quadro clínico geral sejam 

bem conhecidos, o mecanismo intracelular que ativa os processos de morte 

gerados pelo veneno ainda foram pouco explorados.  

 Esta trabalho foi o primeiro estudo a explorar as caspases envolvidas na 

morte celular em células tratadas com a peçonha bruta de qualquer aranha do 

gênero Loxosceles. Mostramos que o tratamento com a peçonha bruta da 

aranha Loxoscels similis em fibroblastos de pele humana inicia uma cascata de 

ativação que inclui a caspase iniciadora caspase-9 e as caspases efetoras 
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caspase-3, 6 e 7. Existem diversos estudos mostrando que a peçonha bruta de 

aranhas do gênero Loxosceles contribui em efeitos citotóxicos em diversos 

tipos celulares.  

A peçonha apresenta efeitos tóxicos em eritrócitos (Chaves-Moreira et 

al., 2009), queratinócitos  (Paixão-Cavalcante et al., 2006) células endoteliais 

(Nowatzki et al., 2012) e fibroblastos humanos (Horta et al., 2013). Utilizamos o 

teste de MTT para verificar se o tratamento com a peçonha bruta alteraria a 

viablidade celular de diversos tipos de células. Neste teste o reagente de MTT 

é convertido em formazan pelas mitocôndrias das células, essa conversão de 

MTT em formazan altera a cor do meio e essa alteração indica o quanto de 

MTT foi convertido, podendo-se então inferir indiretamente a viabilidade das 

mitocôndrias das células. Neste estudo não observamos nenhum efeito 

deletério em algumas das linhagens celulares testadas como por exemplo 

Skhep-1, Vero e  MEF (Fig 4). Esse resultado mostra que mesmo que a 

peçonha seja rica em diversas enzimas como proteases e fosfolipases ele 

possui especificidade e provavelmente depende de interações específicas, por 

exemplo com receptores de membrana, para causar os efeitos característicos 

do loxoscelismo.  

 Essa interação pode acontecer na membrana, como mostrado por 

Nowatzki et al. (2010). Nesse estudo a peçonha bruta de L. intermedia foi 

testada para interações na membrana da célula. Foi mostrado que o veneno 

interage com a membrana e é endocitado em células endoteliais, embora a 

peçonha tenha sido encontrada dentro de lisossomos no interior da célula, 

nenhum dano à estrutura dessa organela foi detectado, indicando que a 

citotoxicidade da peçonha não é dependente de rompimento lisossomal.  
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 Em nosso estudo utilizamos dois métodos para investigar a ativação de 

caspases em células tratadas com a peçonha bruta da aranha L. similis. O 

primeiro foi a citometria de fluxo. Utilizando as marcações de anexina-V para 

apoptose e iodeto de propídeo para necrose, tratamos as células com a 

peçonha bruta e com inibidores de caspase permeáveis à membrana celular 

que inibiram as caspases-4, -6 e -9 e verificamos se a inibição dessas 

caspases diminuiria a marcação para esses dois tipos de morte celular. O 

segundo ensaio verificou a ativação das caspases efetoras-3 e -7, neste ensaio 

tratamos as células com a peçonha bruta e utilizamos o “Vybrant FAM 

Caspase-3 and -7 Assay Kit” para marcação das enzimas em seu estado ativo. 

 Já que detectamos a ativação de diversas caspases que participam da 

via intrínseca da apoptose (Figs. 8 e 9) e essas caspases podem ser ativadas 

através de interações extra-celulares devido à existência de sinalização 

cruzada entre as vias intrínseca e extrínseca, nós hipotetizamos  que a 

peçonha interage com a membrana celular, ative a caspase-8 através das 

proteínas adaptadoras ativadas pelos receptores de membrana, a caspase-8 

ativada, causará a liberação do citocromo C pela mitocôndria (Ulukaya et al., 

2011), levando à ativação do apoptossomo e a caspase iniciadora-9, gerando 

então uma cascata proteolítica que leva à subsequente ativação das caspases 

efetoras -3, -6 e -7 (Kulikov et al., 2012; Slee et al., 1999). 

 Nosso resultado do cálculo de EC50 é semelhante ao de outros estudos 

com a peçonha de aranhas do gênero Loxosceles in vitro (Nowatzki et al., 

2010; Nowatzki et al., 2012). Entretanto, nas figuras 6 e 7 podemos perceber 

uma grande diferença na porcentagem de células marcadas para apoptose 

com os marcadores  YO-PRO®-1  e a anexina-V. Postulamos que essa 
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diferença pode ser explicada por dois fatores, o primeiro é que a anexina-V é 

um marcador muito mais específico para apoptose quando comparada ao YO-

PRO®-1, como indicada pelo Comitê de Nomenclatura para Morte Celular 

como um método de detecção de apoptose (Kroemer et al, 2009). A segunda 

razão possível para a diferença entre os dois métodos é a quantidade de 

células semeadas para cada ensaio. Para o ensaio no microscópio de 

fluorescência foram plaquadsa 5x104 células, enquanto para os ensaios de 

citometria foram plaqueadas 105 células, o mesmo número que utilizamos para 

estabelecer o EC50 no ensaio de MTT, assim um menor número de células 

sofreria uma maior ação tóxica da peçonha, justificando uma maior marcação 

para apoptose no ensaio de microscopia. 

 No ensaio para verificar a ativação das caspases efetoras caspase-3 e 

7, não houve diferença entre os grupos tratados com a peçonha por 24 e 48 

horas, indicando que provavelmente a ativação da via apoptótica já era máxima 

com o tempo de 24 horas. Neste ensaio foi semeado o mesmo número de 

células do ensaio YO-PRO e iodeto de propídeo, dessa forma já era esperada 

uma resposta apoptótica massiva já que o número de células para este ensaio 

é a metade do número de células utilizadas para a determinação do EC50 nos 

ensaios de citometria. 

 Postulamos ainda que a inflamação gerada in vivo pela peçonha da 

aranha pode ser explicada em parte pelo mesmo modelo que utilizamos como 

um controle de dupla marcação na figura 6. Hipotetizamos que a ativação da 

apoptose pela ação do veneno é tão massiva in vivo que os macrófagos não 

são capazes de fagocitar todas as células que iniciaram o processo ativando 

uma necrose secundária, na qual a membrana perde sua integridade e há um 
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vazamento de conteúdo intracelular, estimulando reações inflamatórias do 

organismo.  

 Neste trabalho encontramos também evidência de que a peçonha bruta 

pode ativar apoptose através da via de stress do retículo endoplasmático, já 

que a inibição da caspase-4 diminuiu a porcentagem de células marcadas com 

anexina-V, Iodeto de Propídeo ou duplo marcadas (Fig.8A), entretanto existem 

estudos que demonstram que essa caspase pode não ser essencial na 

ativação dessa via, portanto a participação das caspase-4 na apoptose através 

da via de stress do retículo endoplasmático é controversa. A caspase-4 está 

ainda associada com outros processos como piroptose, ativação do 

inflamassomo via caspase-1 (Hitomi et al. 2004; Pelletier et al. 2006; Sollberger 

et al. 2012). Mais estudos serão necessários para demonstrar o papel do 

veneno de Loxosceles com as vias relacionadas com a ativação de caspase-4. 

 A atuação da caspase-4 pode estar associada in vivo não apenas a 

processos de morte celular, já que estudos mostram que ela participa da 

ativação da caspase-1 (Sollberger et al., 2012), principal caspase relacionada 

ao inflamossomo (Iversen & Johansen, 2008). Dessa forma a caspase-4 pode 

ser também parte da geração das características inflamatórias relacionadas à 

picada da aranha marrom, como o recrutamento de neutrófilos (Barbaro et al., 

2010) e a liberação de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias (Horta et al., 

2013). 

 Todos os tratamentos com inibidores de caspase dimuíram a marcação 

com anexina-V e aumentaram a porcentagem de células não marcadas, 

indicando que a inibição das caspases impediu a exposição da fosfatidilserina 
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na membrana celular, isto é um forte indicativo de que a inibição dessas 

enzimas foi capaz de impedir ou pelo menos atrasar o início do processo 

apoptótico. 

 Considerando que a peçonha bruta da aranha é uma mistura de diversas 

toxinas é esperado que diversas vias de morte celular sejam ativadas. Nowatzki 

et al. (2012) mostrou que o tratamento com a peçonha bruta de L. intermedia 

inicia um processo de anoikis em células endoteliais de aorta toráxica de 

coelhos (RAECs). Em eritrócitos, a lisofosfolipase-D da aranha marrom induz o 

metabolismo de fosfolípides de membrana, como a esfingomielina e 

lisofosfatidilcolina, gerando produtos bioativos que estimulam o influxo de cálcio 

mediado por canais do tipo L (Chaves-Moreira et al., 2011). Em queratinócitos 

humanos, Paixão-Cavalcante et al. (2006) mostraram que a lisofosfolipase-D 

de Loxosceles induz apoptose associada a um aumento de da expressão de 

metaloproteinase-2 e 9. Tetraciclina, um inibidor de metaloproteinase, reduz a 

expressão de metaloproteinase-2 e impede a indução de metaloproteinase-9 

em amostra de peles de coelhos.   

 Em outro estudo, o tratamento com tetraciclina atópica em coelhos 

inoculados com a peçonha bruta da aranha L. intermedia ou com a 

lisofosfolipase-D da mesma aranha, tiveram o progresso da lesão necrótica 

reduzido (Paixão-Cavalcante et al., 2007). Portanto, existem provavelmente 

diversos mecanismos ativados pela peçonha e seus componentes que podem 

iniciar o processo de morte celular, assim estudos mais profundos utilizando os 

componentes isolados são necessários para verificar qual via de morte celular 

é ativada por cada componente. 
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 Nós realizamos ainda testes para verificar se o tratamento com a 

peçonha bruta induziria alguma resposta de cálcio nos fibroblastos humanos. 

Foram realizados testes para analisar respostas crônicas, incubando as células 

com a peçonha por até 5 h e de resposta agúda, incubando por até 5 minutos, 

em nenhum dos casos a peçonha induziu alguma resposta de cálcio (dado não 

mostrado) como foi mostrado em eritrócitos por Chaves-Moreira et al. (2011). 

Portanto, este estudo apresentou dados que avançam o entendimento 

do mecanismo de ação da peçonha bruta da aranha Loxosceles similis. Nós 

apresentamos resultados que indicam que fibroblastos humanos provenientes 

da pele tratados com a peçonha da aranha L. similis iniciam um processo de 

morte celular caspase dependente com a ativação da caspase iniciadora 

caspase-9 e das caspases efetoras 3, 6 e 7. A inibição dessas caspases foi 

capaz de impedir ou atrasar o início do processo apoptótico. 
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