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RESUMO 

Objetivou-se avaliar os efeitos do secretoma, em feridas dermonecróticas em coelhos submetidos 

à injeção de veneno de Loxosceles intermedia. Foram utilizados 16 coelhos machos, adultos, 

Nova Zelândia, com peso médio de 2,0 kg, distribuídos em quatro grupos (n=4). À exceção do 

grupo controle (grupo I), que foi submetido apenas à aplicação de secretoma (60μg de secretoma 

diluído em tampão fosfato-salina a 0,5%), todos os outros grupos foram submetidos à 

administração de 10μg de veneno de Loxosceles intermedia, diluído em NaCl 0,9%, via 

intradérmica (ID) na região interescapular e, tratados 30 minutos após a injeção do veneno, da 

seguinte forma: grupo II (NaCl 0,9%, via ID); grupo III (60μg de secretoma diluído em tampão 

fosfato-salina 0,5%, via ID) e, grupo IV (60μg de secretoma diluído em tampão fosfato-salina 

0,5% via endovenosa - EV). Os animais foram avaliados diariamente e realizados registros 

fotográficos em altura pré-definida de 30 cm para posterior análise da evolução da área da ferida 

por morfometria. Amostras de sangue foram coletadas imediatamente antes da aplicação do 

veneno (tempo 0) e 3, 9 e 15 dias após, para avaliação e monitoração de parâmetros 

hematológicos e bioquímicos séricos e plasmáticos. Após 15 dias os animais foram eutanasiados, 

submetidos a necropsia e amostras de pele ao redor da lesão foram coletadas para posterior 

análise histológica. Os resultados demonstraram que os animais do GI não apresentaram edema, 

eritema, halo ou necrose. No primeiro dia da injeção do veneno, após tratamentos com secretoma, 

os animais do GIII e GIV, apresentaram maior grau de edema, quando comparado aos animais 

do GII. Todavia, no 15ª dia de avaliação, o edema foi menor nos animais do GIII e GIV e, de 

forma inversa, maior no GI. O eritema foi observado nos grupos que receberam veneno de L. 

intermedia (GII, GIII e GIV), e comparativamente, no primeiro dia, nos grupos II e III foram 

similares entre si, e diferentes do GIV que apresentou menor diâmetro de eritema (p<0,05). O 

halo hemorrágico não foi observado no GI e nos animais que receberam veneno (GII, GIII e 

GIV), nos tempos 1 e 3, não houve diferença (p>0,05). Deve ser salientado que, no nono dia, 

somente nos animais do GIV, ainda havia halo hemorrágico. Todavia, macroscopicamente, no 

GIV, apenas um animal apresentou evolução para ferida dermonecrótica. Na avaliação 

microscópica, não foram observadas alterações na pele dos animais do GI, entretanto, apesar de 

todos animais que foram desafiados com o veneno, apresentarem alterações muito semelhantes, 

como necrose e infiltração heterofílica, no GIV, os animais apresentaram ativação fibroblástica, 

desenvolvimento precoce de tecido conjuntivo, neovascularização e reepitelização tecidual, 

conferindo alternativa comprovadamente eficaz em relação ao processo de cicatrização. Em 



 

 
 

 

   

 

relação a hematologia não houve alteração digna de nota e na bioquímica sérica, somente houve 

aumento na concentração de CK no tempo 3, nos grupos GIII e GIV e, posterior redução a partir 

do nono dia. Esses mesmos grupos também apresentaram aumento de LDH e ureia, porém os 

valores permaneceram dentro dos parâmetros fisiológicos para a espécie leporina.  Conclui-se 

que a terapia com o secretoma pode ser utilizada na cicatrização da ferida dermonecrótica no 

loxoscelismo. 

Palavras-chave: Loxoscelismo; Araneísmo; Terapia regenerativa. 

  



 

 
 

 

   

 

ABSTRACT 

The objective was to evaluate the effects of the secretome, in dermonecrotic wounds in rabbits 

subjected to injection of Loxosceles intermedia. Sixteen male, adult, New Zealand rabbits, with 

a mean weight of 2.0 kg, were distributed in four groups (n=4). Except for the control group 

(group I), which was subjected only to the application of secretome (60μg of secretome diluted 

in 0.5% phosphate-saline buffer), all other groups were subjected to the administration of 10μg 

of L. intermedia venom, diluted in 0.9% NaCl, via intradermal (ID) in the interscapular region 

and, treated 30 minutes after the venom injection, as follows: group II (NaCl 0.9%, via ID); 

Group III (60μg of secretome diluted in 0.5% phosphate-saline buffer, via ID) and, group IV 

(60μg of secretome diluted in 0.5% phosphate-saline buffer intravenous - IV). Animals were 

evaluated daily and photographic records were taken at a predefined height of 30 cm for later 

analysis of the evolution of the wound area by morphometry. Blood samples were collected 

immediately before venom application (time 0) and 3, 9 and 15 days after, for evaluation and 

monitoring of hematological and serum and plasma biochemical parameters. After 15 days, the 

animals were euthanized, submitted to necropsy, and skin samples around the lesion were 

collected for subsequent histological analysis. The results showed that the animals in GI did not 

have edema, erythema, hemorrhagic halo or necrosis. On the first day of venom injection, after 

secretome treatments, the animals in GIII and GIV showed a more significant degree of edema, 

when compared to the animals in GII. However, on the 15th day of evaluation, the edema was 

lower in the animals of GIII and GIV, and conversely, higher in GI. Erythema was observed in 

the groups that received L. intermedia venom (GII, GIII and GIV), and comparatively, on day 

1st, groups II and III were similar to each other, and different from GIV which showed smaller 

erythema diameter (p<0.05). The hemorrhagic halo was not observed in GI and in the animals 

that received venom (GII, GIII, and GIV), at times 1 and 3, there was no difference (p>0.05). It 

should be noted that on the 9th day, only in the animals of GIV, there was still a hemorrhagic 

halo. However, macroscopically, in GIV, only one animal showed evolution to a dermonecrotic 

wound. In the microscopic evaluation, no changes were observed in the skin of animals of GI, 

however, although all animals that were challenged with the venom presented very similar 

changes, such as necrosis and heterophilic infiltration, in GIV, the animals showed fibroblastic 

activation, early development of connective tissue, neovascularization, and tissue 

reepithelialization, conferring a proven effective alternative in relation to the healing process. 

Regarding hematology, there was no noteworthy change, and in biochemistry serum profile, there 



 

 
 

 

   

 

was only an increase in CK concentration at time 3, in groups GIII and GIV, and a subsequent 

reduction from day 9. These same groups also showed an increase in LDH and urea, but the 

values remained within the physiological parameters for the leporine species. It is concluded that 

secretome therapy can be used in dermonecrotic wound healing in loxoscelism. 

 

Keywords: Loxoscelism; Araneism; Regenerative therapy. 
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Figura 18 Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles 

intermedia, após coloração HE. Nota-se que na epiderme, derme superficial, 

profunda, se estendendo para hipoderme há áreas multifocais a coalescentes de 

necrose, perda tecidual com infiltrado inflamatório heterofílico acentuado. 
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Figura 19 Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles 

intermedia, após coloração HE. Observam-se áreas multifocais de deposição de 

material basofílico vítreo, evidenciado a mineralização distrófica na avaliação 

final. 

 

 

 

71 

   

Figura 20 Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles 

intermedia, após coloração HE. Visualiza-se pele normal, sem alterações 

histológicas nas camadas da pele. 
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Figura 21 Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles 

intermedia, após coloração HE. Visualiza-se intenso infiltrado inflamatório 

heterofílico e necrose. 
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Figura 22 Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles 

intermedia, após coloração HE. Visualiza-se em maior aumento, o intenso 

infiltrado inflamatório heterofílico e necrose. 
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Figura 23 Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles 

intermedia, após coloração HE. Visualiza-se fibras colágenas, caracterizando o 

tecido de granulação. 
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Figura 24 Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles 

intermedia, após coloração HE. Notam-se tecido de granulação, infiltrado 

inflamatório heterófilico e angiogênese. 
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1. INTRODUÇÃO 

As aranhas do gênero Loxosceles, conhecidas popularmente por aranhas marrons, 

possuem distribuição mundial e já foram descritas nas Américas, Europa, Ásia, África e Oceania. 

Dentre os acidentes causados por aranhas no Brasil, 40% são causados por Loxosceles spp. 

(Andrade et al., 2005; Malaque et al., 2002), sendo as espécies de maior importância, do ponto 

de vista médico e veterinário, L. intermedia, L. gaucho e L. laeta (Cordeiro et al., 2015).  

 O termo loxoscelismo é empregado para caracterizar um conjunto de manifestações 

clínicas provocadas pela injeção do veneno de aranha do gênero Loxosceles. Dois quadros de 

loxoscelismo são os mais comuns: (1) a forma cutânea, que provoca reações locais e ferida 

dermonecrótica com propagação gravitacional de difícil cicatrização, e (2) a forma cutâneo-

visceral que leva a manifestações de insuficiência renal e distúrbios hematológicos como 

coagulação intravascular disseminada (CID) e hemólise intravascular (Da Silva et al., 2004; 

Tambourgi et al., 2010; Chaim et al., 2011). Os sinais cutâneos manifestam inicialmente no local 

da picada através de efeitos diretos e degenerativos dos componentes do veneno sob a membrana 

basal e matriz extracelular das células, resultando em danos drásticos ao tecido (Futrell et al., 

1992). 

No Brasil, os acidentes causados por Loxosceles spp. são de notificação obrigatória na 

medicina humana (Hogan et al., 2004). Eles representam 33% das 100.054 dos acidentes 

notificados ao SINAN (Sistema de Informação de Agravos de Notificação do Ministério da 

Saúde), entre 2017 e 2021. Todavia, na medicina veterinária, os dados referentes aos acidentes 

causados por Loxosceles spp. ainda são escassos. Entretanto, observa-se um aumento do número 

de casos nas clínicas e hospitais veterinários, especialmente em cães, que pode ser explicado pela 

atual criação intradomiciliar da maioria dos animais de estimação (Collacico et al., 2008; 

Machado et al., 2009). 

 Diferentemente da medicina humana, na veterinária não há tratamento específico com 

soro antiloxoscélico (Melo et al., 2004; Collacio et al, 2008). O tratamento é instituído de acordo 

com os sinais clínicos observados, incluindo antibióticos de amplo espectro, corticosteroides, 

dapsona e ácido acetilsalicílico (Da Silva et al., 2004; Peterson, 2006; Ministério Da Saúde, 

2019). 

 Ainda existem muitas contradições em relação à terapia mais eficaz no tratamento de 

lesões dermonecróticas decorrentes de acidentes por aranhas do gênero Loxosceles. Há muitos 

estudos experimentais avaliando diversas terapias, contudo, os resultados são diferentes e 
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inconclusivos quanto à melhor terapia, especialmente quando se refere à resolução da ferida 

dermonecrótica (Maynor et al., 1997; Hogan et al., 2004; Swanson e Vetter, 2006). A baixa 

eficácia do tratamento tem sido atribuída à incompreensão de todos mecanismos de ação do 

veneno de Loxosceles (Barbaro et al., 2010). 

 São relatadas terapias que incluem: oxigênio hiperbárico (Phillips et al.,1995; Maynor et 

al., 1997); anti-histamínicos incluindo a ciproheptadine (Phillips et al., 1995), excisão cirúrgica 

da ferida (Rees et al., 1985), corticosteroide (Rees et al., 1985), soro antiloxoscélico (Pauli et al., 

2006), antibioticoterapia e dapsona (Rees et al., 1985; Barret et al., 1994; Phillips et al., 1995; 

Elston et al., 2005). Portanto, a proposta do uso de células-tronco é promissora, visto que seu uso 

em terapias regenerativas e reparativas está sendo cada dia mais estudado na clínica médica e 

cirúrgica (Fortier, 2005).  

 Existem boas expectativas para uso de células-tronco-mesenquimais no tratamento de 

lesões cutâneas, visto que ensaios experimentais evidenciaram que essas células possuem a 

capacidade de acelerar o processo de cicatrização dos tecidos, através da sua diferenciação em 

alguns tipos celulares importantes nos processos cicatriciais, e por efeito parácrino promover 

estímulos de proliferação fibroblástica e estimular angiogênese, o que resulta no aumento da 

velocidade de cicatrização de lesões (Hocking e Gibran, 2010; Kim et al., 2013; Martins, 2014). 

De acordo com Scadden (2006), as células-tronco mesenquimais atuam nas lesões primariamente 

reduzindo a inflamação e no aumento da angiogênese, induzindo a proliferação e migração 

celular, como também detecção da expressão gênica de outras células presentes no ambiente em 

que ocorreu a lesão.  

 Portanto, pensando na melhora da qualidade de vida do paciente e também na cicatrização 

da grave ferida que ocorre no loxoscelismo, a busca por terapias mais inovadoras e eficazes é de 

extrema importância na medicina veterinária, visto a gravidade, extensão e difícil cicatrização 

provocadas pelas lesões dermonecróticas.  

 Dentro desse cenário, estudos recentes revelaram que o secretoma, composto de 

moléculas tróficas liberadas pelas células-tronco mesenquimais, desempenham um papel 

importante na regulação dos principais processos biológicos e podem apresentar vantagens 

consideráveis sobre as células para produção, armazenamento, manuseio, como um produto 

biológico pronto para uso. Com tantas vantagens, e ainda pouco explorado na literatura, esse é 

um campo que pode dar bons resultados para tratamento de lesões cutâneas graves como as 

causadas por Loxosceles spp.  
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2. OBJETIVOS 

2.1 Geral 

Avaliar a cicatrização de lesões dermonecróticas causadas pela injeção de veneno de 

Loxosceles intermedia, após tratamento com o secretoma. 

 

2. 2 Específicos 

Avaliar a cicatrização de lesões dermonecróticas causadas pelo veneno de L. intermedia, após 

tratamento com secretoma, por via intradérmica e endovenosa.  

Estudar o perfil sanguíneo, hemostático e bioquímico sérico e plasmático de coelhos 

inoculados com veneno de L. intermedia, após tratamento com secretoma, por via intradérmica 

e endovenosa.  

Realizar análise anátomo-histológica de lesões dermonecróticas causadas pelo veneno de L. 

intermedia, após tratamento com secretoma, por via intradérmica e endovenosa. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3. 1 Loxosceles sp. 

3.1.1 Aspectos biológicos 

 As aranhas do gênero Loxosceles pertencem à família das aranhas Sicariidae. Dentro 

dessa família compreendem os gêneros: Hexophthalma  ̧com seis espécies na África; Sicarius, 

com 21 espécies presentes na América do Sul e Central; e Loxosceles com 139 espécies descritas 

no mundo todo (Magalhães et al., 2017; World Spidercatalog, 2020). 

 Todas as espécies de Loxosceles são comumente conhecidas por “aranhas marrons” ou 

aranhas “violino”. Sua coloração varia de marrom claro a marrom escuro (Figura 1B), o que pode 

facilitar a identificação de algumas espécies, como a L. laeta, que possui no cefalotórax tem uma 

mancha escura. São pequenas e possuem um tamanho corporal médio entre 8 e 15mm de 

comprimento e três pares de patas alongadas e finas que alcançam 30mm (Vetter, 2008; 

Magalhães et al., 2017). As aranhas Loxosceles possuem evidente dimorfismo sexual: os machos 

comparados as fêmeas possuem o corpo menor e patas mais alongadas (Figura 1A). Apresentam 

seis olhos em pares, sendo um par frontal e outros dois laterais (Malaque et al., 2002; Silva et 

al., 2004). 

 

A                                                                                                                    B 

Figura 1 - CARACTERÍSTICAS DAS ARANHAS-MARRONS. A – Dimorfismo sexual de L. 

intermedia. Fêmea com corpo maior e pernas menores que as do macho. B – Em destaque o desenho de 

violino no cefalotórax indicado pela seta e os três pares de olhos distribuídos em semicírculo indicados 

com aspontas de setas. 

Fonte: Adaptado de: Chaim et al., (2011). 

 

 São aranhas de pequeno porte com tamanho corporal médio entre 8 a 15 mm de 

comprimento e patas alongadas que chegam a 30 mm. Apresentam dimorfismo sexual, sendo que 
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o macho tem o corpo menor e patas mais longas que as das fêmeas. Algumas características 

específicas auxiliam na sua identificação, como o formato do cefalotórax semelhante à um 

violino, e a disposição dos seis olhos, em pares, com um par frontal e outros dois laterais 

(Malaque et al., 2002; Silva et al., 2004). São aranhas caracteristicamente pouco agressivas, 

sedentárias, de hábitos noturnos e, a maioria dos acidentes relatados, são pressionadas 

acidentalmente contra o corpo (Malaque et al., 2002). Podem viver na natureza por até sete anos 

e são encontradas sob madeiras, cascas de árvores, folhas caídas, sobre pedras, madeira e 

cavernas (De Andrade et al., 2000; Tambourgi et al., 2010) e encontram-se também em locais 

intradomiciliares como despensas, móveis e porões (Machado et al., 2009). 

A maioria das espécies do gênero Loxosceles são descritas na América Central, América 

do Sul e África, são menos frequentes sna América do Norte e, há registros muito limitados na 

Ásia e Europa (World Spider Catalog, 2020). Portanto, são aranhas encontradas por todo o 

mundo, detectadas em ambiente com grande variação térmica entre 8 a 43ºC (Silva et al., 2004; 

Silvestre et al., 2005; Platnick, 2013). 

Diferentes grupos de espécies são classificadas, tradicionalmente, com base na 

morfologia das aranhas: na América do Norte está presente a L. reclusa (Gertsch e Ennik, 1983); 

na América do Sul são encontradas L. gaucho, L. laeta, L. amazonica, L. spacicea e L. 

intermedia; já na África do Sul foram descritas a L. vonwredei e L. spinulosa (Newlands e 

Atkinson, 1988); e no Mediterrâneo a L. rufescens (Nentwig et al., 2017). Recentemente, aranhas 

da espécia L. amazonica foi sinonimizada com a L. rufescens (Duncan et al., 2010; Fukushima 

et al., 2017; Valdez-Mondragon et al., 2019). No território brasileiro de acordo com Platnick, 

(2013) já foram identificadas 19 espécies (Quadro 1) sendo as de maior importância, do ponto 

de vista médico e veterinário, L. intermedia, L. gaucho e L. laeta (Cordeiro et al., 2015). 
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Quadro 1 - Identificação das aranhas pertencentes ao gênero Loxosceles (aranha marrom) no Brasil, até 

janeiro de 2013. 

Aranhas do gênero Loxoscelesidentificadas no Brasil: 

Loxosceles adelaida 

Loxosceles amazônica 

Loxosceles anômala 

Loxosceles cardosoi 

Loxosceles carinhanha 

Loxosceles chapadensis 

Loxosceles ericsoni 

Loxosceles gaucho 

Loxosceles hirsuta 

Loxosceles imodesta 

Loxosceles karstica 

Loxosceles intermedia 

Loxosceles laeta 

Loxosceles muriciensis 

Loxosceles niedeguidonae 

Loxosceles puortoi 

Loxosceles similis 

Loxosceles troglobia 

Loxosceles willianilsoni 

Fonte: Platnick, 2013. 

 

Embora exista uma ampla distribuição dessas aranhas pelo mundo, os casos clínicos de 

loxoscelismo são mais relatados nas Américas, particularmente no Brasil, onde o número de 

envenenamentos aumentou consideravelmente nos últimos anos. No ano de 2020, o Ministerio 

da Saúde apontou 6.819 casos de loxoscelismo em humanos, sendo que, desses, 11 vieram a óbito 
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e, somente no Sul do país, houve 3.144 relatos de acidentes causados por aranhas do gênero 

Loxosceles e seis mortes no mesmo ano (Ribeiro et al., 2020; Brasil, 2021). 

Acidentes causados por Loxosceles spp. no Brasil, são de notificação obrigatória (Hogan 

et al., 2004) e representam 33% das 100.054 dos acidentes notificados ao SINAN (Sistema de 

Informação de Agravos de Notificação do Ministério da Saúde), entre 2017 e 2021. A maioria 

dos acidentes ocorre nas regiões Sul e Sudeste, principalmente no estado do Paraná, que possui 

o maior número de acidentes notificados. Em Minas Gerais foram notificados 446 acidentes em 

humanos envolvendo Loxosceles spp. no ano de 2020 (Brasil, 2021). 

Os dados na medicina veterinária referentes a acidentes por Loxosceles spp. ainda são 

escassos, entretanto vem sendo observado um aumento dos casos de loxoscelismo, 

especialmente, em cães, semelhante aos casos humanos, que pode ser explicado pela criação 

intradomiciliar da maioria dos animais de estimação (Collacico et al., 2008; Machado et al., 

2009). 

 

3.1.2 Veneno 

As aranhas marrons são artrópodes que utilizam na natureza seu veneno para predação e 

defesa. Da glândula de uma aranha adulta podem ser extraídos, aproximadamente, 2 μL de um 

líquido claro altamente viscoso contendo cerca de 50 μg de proteínas. O veneno bruto é uma 

substância altamente complexa apresentando numerosas enzimas e proteínas que provocam 

efeitos nocivos em mamíferos (Moura, 2005). Segundo Chaves-Moreira et al. (2017) as 

características de toxicidade do veneno de Loxosceles são muito semelhantes entre gêneros 

femininos e masculinos e entre as diferentes espécies, como L. laeta, L. reclusa, L. intermedia, 

L. adelaida, L. similis e L. gaucho. 

Estudos revelam a presença de fosfolipase-D, hiauloronidase, metaloproteases, 

serinoproteases, esterase, lipases, fosfatase alcalina e 5´-rinobonucleotideo-fosfohidrolase, 

inibidores da família de peptídeos de nó de cistina, alérgenos/toxinas semelhantes, efetores de 

liberação de histamina (Veiga et al., 2000; Da Silveira et al., 2002; Silva et al., 2004; Peterson, 

2006; Kalapothakis et al., 2007). Sugere-se que a toxicidade relevante in vivo do veneno da 

aranha marrom, seja constituída por proteínas dermonecróticas de massa molecular de 

aproximadamente 35kDa. Evidencia-se dentre as enzimas dermonecrótica, a mais abundante é a 

esfingomielinase D (SMase D), que é capaz de catalisar e hidrolisar a esfingomielina formando 

a ceramida-fosfato e colina, provando lesões dermonecróticas, hemólise e agregação plaquetária 

(Andrade et al., 2005; Ferrara et al., 2009). Foi proposta uma classificação das esfingomielinases 
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D sequenciadas e isoladas, baseando-se na identidade sequencial na atividade bioquímica e no 

modelo molecular, tendo em vista as particularidades das pontes dissulfeto. A classe 1, obtida da 

L. laeta, correspondem as SMase 1 e SMase 2 (Ferrara et al., 2009). A classe 2, adquirida da L. 

intermedia, compreendem as SMases D P1 e P2 e, isoladas da L. reclusa, são as SMases D Lr1 

e Lr2 (Murakami et al., 2006). 

De acordo com Feitosa et al. (1998), outro componente importante do veneno são as 

proteases, conhecidas por atuar como fatores hemorrágicos. Foram identificados no veneno de 

L. intermedia, duas metaloproteases, nominadas de Loxolisina A, que tem ação fibrinogenolítica 

e, Loxolisina B com ação gelatinolítica, sendo responsáveis por distúrbios hemostáticos que 

ocorrem neste envenenamento. Também foram identificados no veneno bruto, membros da 

família de proteínas tumorais controladas de forma translacional (TCTP), que possuem ação de 

liberação de histamina, o que provavelmente se relaciona com o eritema provocado, difusão do 

veneno, prurido, dor e, raramente casos de hipersensibilidade e reações alérgicas (Sade et al., 

2012; Boia-Ferreira et al., 2019). 

Em relação à hialuronidase presente no veneno de Loxosceles, foram identificadas três 

isoformas (Da Silveira et al., 2007; Fernandes-Pedrosa et al., 2008; Gremski et al., 2010). Essas 

possuem ação de potencializar as demais enzimas presentes no veneno, provocando uma 

degradação da matriz extracelular, causando uma hidrólise do tecido conjuntivo e degradação do 

ácido hialurônico. Em um estudo realizado por Ferrer et al. (2013) em pele de coelhos com 

hialuronidase recombinante (HR), evidenciou-se indução de toxicidade local quando 

administrada HR com a toxina dermonecrótica recombinante.  

Todavia, ainda permanece desconhecido o mecanismo detalhado da ação do veneno, mas, 

sabe-se que esse é formado por várias centenas de substâncias biologicamente ativas que atuam 

sinergicamente. O consenso, até o momento, é que, as isoformas de fosfolipase D presentes no 

veneno, são responsáveis pela patologia do envenenamento em mamíferos (Fingermann et al., 

2020). 

3.1.3 Sinais clínicos 

O termo loxoscelismo é empregado para caracterizar um conjunto de manifestações 

clínicas provocadas pela injeção do veneno da aranha marrom, que pode desenvolver-se como a 

forma cutânea e cutânea-visceral (Tambourgi et al., 2010; Isbister e Fan, 2011). A picada 

geralmente é indolor e a vítima não apresenta sinais ou sintomas evidentes nas primeiras horas, 

o que leva a um atendimento médico tardio, geralmente após 24 horas após o envenenamento. 

Portanto, é difícil ocorrer um diagnóstico preciso de loxoscelismo, assim como os sintomas 
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clínicos podem ser confundidos com infecções virais ou bacterianas, úlceras provocadas por 

diabetes, dermatites ou vasculites (Vetter e Isbister, 2008). O diagnóstico se dá na maioria das 

vezes de forma presuntiva, por meio dos sinais clínicos apresentados em conjunto com o 

histórico. 

Após as primeiras horas do acidente, os pacientes relatam dor no local da picada e prurido, 

e aparecem eritema, edema, áreas de hemorragia e necrose grave (Malaque et al., 2002; Silva et 

al., 2004; Tambourgi et al., 2010). A lesão comumente evolui para úlcera de difícil cicatrização 

e geralmente apresenta sensibilidade dolorosa (Isbister e White, 2004; Peterson, 2006). 

A forma cutânea é prevalente em 80% dos casos de loxoscelismo, identificando-se uma 

grave ferida dermonecrótica de propagação gravitacional. A forma cutâneo-visceral ou sistêmica 

é a manifestação mais grave que está presente na minoria dos animais e que pode evoluir para 

óbito (Malaque et al., 2002; Silvestre et al., 2005). As alterações clínicas no local da picada são 

muito semelhantes nas duas apresentações (Isbister e White, 2004). Diferentes fatores são 

importantes para determinar a intensidade dos sinais clínicos após a picada da Loxosceles spp, 

dentre eles são importantes o volume de veneno inoculado, local de injeção, idade da vítima, 

comorbidades e características genéticas (Sezerino et al., 1998; De Andrade et al., 1999; Barbaro 

et al, 2005). 

3.1.3.1 Sinais clínicos cutâneos 

Os sinais clínicos cutâneos ocorrem na maioria dos casos. As toxinas do veneno 

responsáveis por esses efeitos locais variam de pequenas áreas de eritema à grandes ulcerações 

e necrose, tanto em humanos quanto em modelos experimentais animais (Martins, 2014). Em 

estudos realizados em coelhos foram observados às mesmas lesões vistas em biópsias de pele de 

humanos, evidenciando dermonecrose com infiltração maciça de células inflamatórias na derme 

(Barbaro et al., 1992; Ospedal et al., 2002; Martins, 2014). Segundo Silva et al. (2004) tem-se o 

diagnóstico de loxoscelismo cutâneo, se dentro de 24 horas não forem observados sinais clínicos 

loxoscelismo cutâneo-visceral. 

 A dermonecrose é a principal característica do envenenamento provocado por Loxosceles, 

que se manifesta inicialmente por efeitos diretos e degenerativos causados pelos constituintes do 

veneno sobre a membrana celular, membrana basal e matriz extracelular, provocando danos 

drásticos ao tecido (Futrell, 1992). Os sinais clínicos do loxoscelismo cutâneo iniciam-se com 

edema e eritema em até seis horas após a picada, evoluindo em aproximadamente, 24 a 36 horas, 

para uma área de equimose. A lesão necrótica alcança área máxima, desenvolvendo-se uma 

crosta seca, que, geralmente, está associada a infecção bacteriana secundária, após cinco a sete 
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dias ao envenenamento. Posteriormente, em média, duas a três semanas após o acidente, a crosta 

necrótica cai, formando uma área de ulceração (Cacy e Mold, 1999; Delasotta et al., 2014). 

 A fosfolipase D é a enzima de maior importância na dermonecrose, pois promove uma 

interação com a membrana celular desencadeando reações que envolvem o sistema 

complemento, plaquetas e leucócitos (Silva et al., 2004, Barbaro et al., 2005; Isbister e Fan, 

2011). Estudos sugerem que o evento inicial para a formação da lesão é a trombose da 

microvasculatura (Elston et al., 2000). Uma pesquisa realizada por Smith e Micks (1970), 

demonstrou o papel fundamental dos polimorfonucleares no desenvolvimento da inflamação e 

necrose, pois, a depleção de seus componentes em cobaias inibiu sintomas como hemorragia e 

infiltração de leucócitos, além de diminuir acentuadamente o edema local. 

3.1.3.2 Sinais clínicos sistêmicos 

 A apresentação do loxoscelismo cutâneo visceral é a menos comum, ocorrendo em 

aproximadamente 15% dos casos. Além da manifestação cutânea, esses pacientes apresentam 

manifestações sistêmicas, incluindo choque, icterícia, trombocitopenia, leucocitose, hemólise 

intravascular associada à hematúria e hemoglobinúria e insuficiência renal aguda (Sezerino et 

al., 1998; Malaque et al., 2002; Hogan et al., 2004; Malaque et al., 2011). Fatalidades são raras, 

mas podem ocorrer frequentemente em idosos, crianças ou quando evoluem para insuficiência 

renal aguda e distúrbios hematológicos graves (Cacy e Mold, 1999; Da Silva, 2004; Lucato et al. 

2011; Delasotta et al., 2014). Segundo Silva et al. (2003) as reações hemolíticas podem variar 

entre espécies na susceptibilidade aos efeitos do veneno, por exemplo, os coelhos aparentemente 

não apresentam nenhuma reação hemolítica quando comparados a humanos, suínos e ratos.  

 Foi relatado que acidentes envolvendo aranhas da espécie Loxosceles laeta levam, com 

maior frequência, ao aparecimento de lesões sistêmicas (Schenone et al., 1989), diferentemente 

quando ocorrem acidentes com aranhas das espécies L. gauxo (Malaque et al., 2002) e L reclusa 

(Wright et al., 1997; Mcdade et al., 2010; Rosen et al., 2012), nos quais observa-se uma menor 

frequência do quadro sistêmico. 

 Algumas horas após o envenenamento, o veneno pode promover agregação plaquetária e 

trombocitopenia, em consequência ao consumo intenso de plaquetas no local da lesão, além de 

uma provável ação direta e transitória na medula óssea (Silva et al., 2003; Tavares et al., 2004; 

Pauli et al., 2009). Segundo Tavares et al. (2004) é um evento incomum a ocorrência de 

coagulação intravascular disseminada (CID), e a sua patogenia ainda não está bem elucidada. 
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 Para a avaliação do leucograma é importante avaliar o tempo de coleta do sangue e 

também da dose aplicada de veneno, pois o número de leucócitos é variável (Silva et al., 2003; 

Mcglasson, et al., 2007, Malaque et al., 2011). Estudos realizado por Silva et al. (2003) 

evidenciaram que após as primeiras 24 horas da injeção do veneno de L. intermedia, ocorreu 

intensa leucopenia em coelhos. A neutropenia instala-se horas após o acidente, devido à 

abundante migração de neutrófilos para o tecido, de forma transitória. Resultados semelhantes 

foram obtidos em estudos realizados por Mcglasson et al. (2007) após injeção de veneno de L. 

laeta em coelhos, entretanto devendo ser salientado que 72 horas após, verificou-se uma severa 

leucocitose.  

Também são observados outros sintomas não específicos no loxocelismo sistêmico em 

humanos, tais como, febre, êmese, cefaléia e insônia, alterações sensoriais, astenia, prurido 

generalizado, petéquias, e, em casos mais graves, convulsões e coma (Schenone et al., 1989; 

Futrell, 1992; Isbister e Fan, 2011; Rosen et al., 2012).  

São relatadas reações sistêmicas de hipersensibilidades causadas por envenenamento de 

L. reclusa e L. rufescens, geralmente em indivíduos atópicos levando a um quadro de exantema 

pustuloso generalizado. O quadro cursa com pele eritematosa, pústulas estéreis e, comumente 

com febre e leucocitose (Pippirs et al., 2009).  

 Em estudos realizados em camundongos, foi relatada que, quatro horas após a injeção do 

veneno de L. intermedia, houve aumento da atividade da enzima creatina fosfoquinase (CK) e 

sua fração MB (CK-MB) (Lopes et al., 2010) e, seis horas após, elevação das enzimas hepáticas 

(Christoff et al., 2008) sinalizando, possível ação do veneno nesses tecidos. Segundo Tavares et 

al. (2004) pode ocorrer também a formação de trombos e, consequentemente, a diminuição do 

aporte sanguíneo para órgãos vitais, ocasionando danos drásticos a estes órgãos, com sinais 

clínicos associados. 

Pesquisas revelaram a presença de antígenos de L. intermedia nos rins (Luciano et al., 

2004; Chaim et al., 2006), coração (Lopes et al., 2010), pulmões e fígado (Christoff et al., 2008) 

de camundongos envenenados experimentalmente. De acordo com Luciano et al. (2004), o 

veneno de L. intermedia possui ligação direta com as estruturas renais de camundongos, através 

de uma isoforma da enzima fosfolipase D capaz de provocar alterações na estrutura renal, com 

efeito citotóxico dependente de sua atividade catalítica.  

A causa mais comum de óbito no loxoscelismo é a insuficiência renal aguda, que pode 

estar relacionada com a injúria renal direta, com o depósito de hemoglobina nos túbulos renais 

advindos da intensa hemólise intravascular, e pela ação direta do veneno causando edema 
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glomerular e nefrose tubular (Malaque et al., 2002; Chaim et al., 2006; Tambourgi et al., 2010; 

Malaque et al., 2011). Os achados laboratoriais evidenciaram aumento de ureia e creatinina, 

proteinúria, hematúria e hemoglobinúria (Chaim et al., 2006). 
 

3.1.3.3 Alterações histopatológicas 

 Acidentes envolvendo aranhas do gênero Loxosceles spp. geralmente cursam com feridas 

dermonecróticas com propagação gravitacional e de difícil cicatrização. As alterações obtidas 

nos exames histológicos são variáveis de acordo com o tempo da injeção do veneno para a coleta 

do material. O intenso infiltrado neutrofílico é tido como o principal causador das feridas 

dermonecróticas (Elston et al., 2000). 

 Estudos avaliando achados microscópicos de lesões em humanos em acidentes 

envolvendo aranhas do gênero Loxosceles, revelam abundante infiltrado inflamatório, trombose, 

hemorragia, dermatite, inflamação aguda, eritema, liquefação e necrose da epiderme e derme 

consistentes com casos de pioderma gangrenoso (Futrell, 1992; Yiannias e Winkelmann, 1992). 

Nas pesquisas realizadas com modelos experimentais animais, utilizando diferentes espécies de 

aranhas marrons, os achados patológicos são similares aos que ocorrem em humanos.  

 Elston et al. (2000) avaliaram microscopicamente, amostras de tecido cutâneo de coelhos 

14 dias após envenenamento experimental com veneno de L. reclusa, sendo os principais 

achados: infiltrado misto de células inflamatórias composto predominantemente por neutrófilos, 

necrose de coagulação da epiderme e derme e vasculite. Todos os animais apresentavam na 

epiderme e derme, uma zona bem delineada de coloração eosinofílica, como uma necrose 

coagulativa e, uma quantidade massiva de neutrófilos delimitando a zona de necrose.  

 De acordo com Ospedal et al. (2002), após a utilização de veneno de L. intermedia em 

coelhos, houve deposição de rede de fibrina intravascular e trombose nos vasos presentes da 

derme, degeneração na parede do vaso sanguíneo e infiltração massiva e agregação de células 

inflamatórias. Também foi relatado infiltrado de neutrófilos e leucócitos no músculo esquelético, 

edema muscular e mionecrose de algumas miofibrilas. Outras pesquisas também descreveram a 

ocorrência de destruição da epiderme, com necrose de coagulação na epiderme e derme (Elston 

et al., 2000; Ospedal et al., 2002, Silva et al., 2004). A inflamação é um achado frequente, sendo 

relatada a liberação de citocinas pró-inflamatórias tais como inteleucina 6 (IL-6) e MPC-1, em 

patas de camundongos (Barbaro et al., 2010).  

 Alterações histológicas de outros órgãos em camundongos, após envenenamento 

experimental com L. intermedia, são mais expressivas no rim. Foi relatada necrose tubular aguda 
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em vários néfrons, acompanhada por deposição de material eosinofílico nos túbulos proximais e 

distais (Tambourgui et al., 1998). 

 Foi visto que o veneno L. intermedia também causa importante efeito cardiotóxico e que 

pode ter um papel significativo nos sintomas do loxoscelismo sistêmico. As proteínas da família 

Loxtox desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de disfunção cardíaca em 

camundongos envenenados (Dias-Lopes et al., 2010). 

3.2 Abordagem Terapêutica 

Apesar de existir uma vasta literatura sobre loxoscelismo, os tratamentos adequados para 

as feridas dermonecróticas ainda permanecem controversos. Em 2001, Samse e colaboradores 

propuseram uma classificação das lesões locais, com o tratamento utilizado podendo variar de 

acordo com a gravidade do quadro, usando como critérios principalmente a ausência ou presença 

de necrose e sua extensão. Na medicina humana, de acordo com essa classificação, para lesões 

brandas, o tratamento inclui gelo, compressão, elevação do membro afetado e utilização de anti-

histamínico. Para lesões moderadas, são usados analgésicos, antibióticos e dapsona. Para as 

lesões mais graves, terapias de suporte são necessárias como o uso de esteróides sistêmicos, 

desbridamento cirúrgico, enxerto de pele, oxigenoterapia hiperbárica e quando possível o soro 

antiloxoscélico (Swanson e Vetter, 2005). 

Dentro desses protocolos terapêuticos, Lopes et al. (2020) realizaram uma revisão entre 

os tratamentos do loxoscelismo cutâneo mais comuns e/ou promissores relatados na literatura e 

demonstraram que os mais utilizados são os antibióticos (66%), seguido de corticosteroides 

(35%), transfusão sanguínea (23%), desbridamento cirúrgico (13%), anti-histamínicos (11%) e 

dapsona (9%). Outras terapias como soro antiloxoscélico e oxigênio hiperbárico são utilizadas 

em menos de 3% dos casos analisados.  

Na grande maioria dos casos de lesões dermonecróticas advindas do loxoscelismo, são 

utilizados os antibióticos (Gremski et al., 2014). O uso dessa alternativa terapêutica é importante 

para a prevenção de infecções secundárias, e o uso concomitante com agentes antissépticos, como 

por exemplo, a limpeza com a iodopovidona, demonstram boa eficácia (Farace et al.2006; Cachia 

et al., 2016; Lopes et al., 2020). Entre os antibióticos utilizados, a tetraciclina de uso tópico, pode 

reduzir a progressão da lesão dermonecrótica, devido às suas atividades antiinflamatórias e 

imunomoduladoras (Tambourgi et al., 2010; Rubenstein et al., 2016).  

 A utilização de corticosteroides é comumente administrada para retardar a formação de 

úlceras e amenizar os efeitos sistêmicos da picada (Swanson e Vetter, 2005). Em coelhos, os 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00204-020-02719-0#ref-CR41
https://link.springer.com/article/10.1007/s00204-020-02719-0#ref-CR19
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efeitos sistêmicos do veneno podem ser bloqueados com os glicocorticóides, quando aplicado 

até oito horas após a picada pela aranha (Dillaha et al., 1964). A melhor atuação dos 

corticosteroides nos casos sistêmicos ocorre em decorrência do seu mecanismo imunossupressor, 

sua ação protetora da membrana das hemácias, diminuindo a hemólise intensa que ocorre nessa 

síndrome (Peterson, 2006). 

A dapsona, um antibiótico sulfônico, tem sido recomendada como tratamento para feridas 

dermonecróticas ocasionadas pelo loxoscelismo devido à ação de inibir a degranulação 

polimorfonuclear e consequentemente reduzir a inflamação local (Martins, 2014). Porém seu uso 

é controverso, pois a dapsona pode causar vários efeitos colaterais incluindo erupções cutâneas 

e hemólise, agindo assim como um fator de confusão dos sintomas de loxoscelismo sistêmico 

(Rubenstein et al., 2016).  

 Já a transfusão é necessária em casos de anemia hemolítica grave, não sendo raros os 

pacientes que necessitam dessa intervenção (Lopes et al., 2020). Outro tratamento comumente 

utilizado é o desbridamento cirúrgico, porém essa ação quando executada de modo precoce pode 

aumentar a área inflamatória e agravar os efeitos do veneno. Essa cirurgia é aconselhável apenas 

para feridas estabilizadas com cicatrização prolongada ou perda permanente do tecido (Pauli et 

al., 2006).  

 O soro antiloxoscélico é o único tratamento específico para neutralizar a ação do veneno. 

Gomez et al. (1999) documentaram a eficácia do soro intradérmico administrado em coelhos 

dentro de quatro horas após a injeção, porém a dermonecrose não é atenuada se o soro 

antiloxoscélico for administrado mais de oito horas após a injeção do veneno, sendo essa situação 

agravada pelo fato do produto não ser comercialmente disponível. Na rotina clínica isso é um 

grave problema, pois a maioria dos casos se apresentam após esse período, e a partir desse 

momento o soro antiloxoscélico pode não ser mais eficaz (Martins, 2014).  

A possível efetividade da terapia com oxigênio hiperbárico está baseada no seu 

mecanismo de ação que promove uma neovascularização tecidual com o aumento de aporte de 

oxigênio para o tecido isquêmico. Isso ocorre, porque o efeito tóxico do oxigênio afeta 

diretamente as bactérias anaeróbias (Davanzo et al., 2016). Além disso, a atividade de alguns 

antibióticos aumenta quando exposto ao oxigênio (Cetinkaya et al., 2020).  

 Entretanto, é importante ressaltar que todos esses tratamentos ainda são questionáveis, 

pois podem ser caros, dolorosos e/ou tóxicos. Nenhuma modalidade de tratamento foi encontrada 

associada a um menor tempo de cicatrização ou menor aparecimento de cicatrizes após os 

tratamentos (Rubenstein et al., 2016). 
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3.2.1 Terapia Celular 

As células-tronco são células não especializadas do corpo humano, capazes de se 

diferenciar em qualquer célula de um organismo (Fortier, 2005). São células que existem tanto 

em embriões quanto em células adultas, e podem ser classificadas em células-tronco totipotentes, 

que tem a capacidade de formar um organismo inteiro; pluripotentes, capazes de originar tecidos 

de todas as origens embrionárias, e células-tronco multipotentes, capazes de formar linhagens 

celulares mais específicas (Zakrzewski et al., 2019). 

As células-tronco mesenquimais (CTMs) são células estromais multipotentes não 

hematopoiéticas que foram isoladas de vários locais de tecidos adultos, como por exemplo 

medula óssea (Nemeth e Mezey, 2015), tecido adiposo (Toyserkani et al., 2015) e membranas 

fetais (Kern et al., 2006).  

As CTMs são células com capacidade de se diferenciar em várias células da linhagem 

mesenquimal, como osteoblastos, condrócitos, adipócitos, fibroblastos e mioblastos (Kim et al., 

2017). Entretanto, as CTMs são uma população heterogênea de células que apresentam expressão 

variável de marcadores dependendo da origem do tecido, método de isolamento e cultura, por 

isso a expressão de marcadores in vitro pode nem sempre refletir os padrões de expressão in vivo 

(Chamberlain et al., 2007).  

A partir dessas características das CTMs e com o intuito de promover uma padronização, 

a Sociedade Internacional para Terapia Celular (SITC) definiu critérios mínimos para a 

classificação das CTMs. Em primeiro lugar a propriedade as células devem aderir ao plástico 

quando mantidas em condições de cultura padrão. Devem apresentar multipotência in vitro o que 

reflete a capacidade de diferenciar nas células de origem mesenquimal em condições adequadas. 

Ter um padrão de expressão de marcadores de superfície celular de CD105, CD73 e CD90 para 

mais de 95% da população celular e expressão menor que 2% ou ausência de expressão dos 

marcadores de superfície celular CD45, CD34, CD14, CD11b CD79a, CD19 e HLADR classe II 

(Dominici et al., 2006; Kim et al., 2017). 

No geral, há quatro maneiras da utilização de CTMs, sendo o implante local dessas 

células, para doenças localizadas, como feridas cutâneas; transplantes sistêmicos; em associação 

à terapia gênica, e ainda a sua utilização em protocolos de engenharia celular (Chamberlain et 

al., 2007). Nas últimas duas décadas, muito progresso foi feito no delineamento dos mecanismos 

moleculares de ação das CTMs e sua potencial aplicação na terapia regenerativa para um amplo 

espectro de doenças, incluindo várias doenças autoimunes e inflamatórias (Li et al., 2021). 
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Entretanto, um dos maiores desafios da utilização da terapia celular são as variações na 

eficácia terapêutica das CTMs devido à sua heterogeneidade causada por vários fatores 

intrínsecos e extrínsecos. Intrinsecamente, as diferentes origens dos tecidos, idade e estado de 

saúde podem afetar a propriedade e a função das CTMs. Extrinsecamente, o isolamento, a cultura 

e as condições de expansão in vitro também podem afetar a propriedade e as funções biológicas 

das CTMs (Martins, 2014; Mushahary et al., 2018; Li et al., 2021).  

 

3.2.2 Secretoma 

Como os estudos relacionados sobre as técnicas terapêuticas de CTMs demonstraram ser 

muito promissoras, Gnecchi et al. (2005) descobriram que as CTMs mediavam seus efeitos 

terapêuticos pela liberação de moléculas tróficas, conhecidas como secretoma. A partir disso, foi 

visto que quando transplantadas, as CTMs não se tornavam parte do local lesado, e várias 

evidências indicavam que o secretoma era o principal responsável pelo reparo tecidual mediado 

pelas CTMs (Teixeira et al., 2013). 

O secretoma de CTMs tem sido descrito como uma mistura complexa composta por uma 

fração solúvel proteica, constituída por fatores de crescimento, citocinas e uma fração vesicular 

composta por microvesículas e exossomos (Teixeira et al., 2020). Esses compostos estão 

envolvidos na transferência de proteínas e material genético, como por exemplo, micro RNAs, 

para outras células, com efeitos terapêuticos promissores (Teixeira et al., 2013). Por isso, o 

próprio secretoma das CTMs está sendo considerado como componente farmacêutico ativo com 

grande potencial (Bari et al., 2018). 

O uso do secretoma apresenta diversas vantagens em relação ao próprio transplante de 

células, pois os poucos ensaios clínicos já realizados até o momento revelaram segurança e 

exequibilidade, sem efeitos adversos relatados, indicando o secretoma como uma fonte de 

agentes bioativos que podem ser armazenados e transportados com eficiência como um produto 

biológico pronto para uso. Mesmo diante de tantos benefícios, a utilização e os mecanismos 

advindos do uso do secretoma de CTMs, precisam ser melhor avaliados e elucidados, isso porque 

a descoberta das suas vantagens é muito recente na literatura.  

Em 2016, Pires et al. demonstraram que o secretoma de CTMs de diferentes fontes de 

tecidos possuem diferentes perfis secretores e composições exossômicas distintas, indicando que 

tal diferença em seu padrão de secreção pode indicar que seu secretoma ou vesículas derivadas 

podem ser específicos para uma condição patológica. Isso demonstra a grande necessidade de 

caracterizar adequadamente o potencial terapêutico do secretoma e de todos os seus 
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componentes, para assim poder padronizar um protocolo desde a produção de secretoma até ao 

isolamento de seus componentes de interesse para cada tratamento alvo. 

O uso terapêutico do secretoma aumenta a sobrevivência das células no transplante, pois 

possui compostos com menor expressão de proteínas de superfície celular, proporcionando 

menos imunogenicidade quando comparados a células vivas e proliferativas (Teixeira et al., 

2020). Foi demonstrado também que o uso do secretoma reduz consideravelmente o número de 

células necessárias para o transplante, bem como possíveis alterações fenotípicas (Vizoso et al., 

2017). Além dessas vantagens, o secretoma é mais econômico e prático para aplicações clínicas, 

pois evita procedimentos invasivos de coleta de células, sempre vão estar imediatamente 

disponíveis para o tratamento, sendo um produto adquirido pronto para o uso, necessitando 

apenas diluí-lo em tampão fosfato-salino (phosphate buffered saline - PBS).  

Com o objetivo de demonstrar a eficácia do secretoma, Sanchez-Castro et al., (2021) 

realizaram um estudo piloto usando o secretoma de CTMs derivado de tecido adiposo humano, 

como um agente terapêutico para o veneno da serpente da espécie Bothrops atrox, um agente 

patológico miotóxico que causa mionecrose local e hemorragia. Os resultados deste estudo 

preliminar mostraram um potencial efeito benéfico do secretoma de CTMs sobre a lesão 

muscular causada pelo veneno botrópico. Esses resultados sinalizam que o secretoma pode 

reduzir a extensão da mionecrose aguda, favorecendo uma resposta regenerativa mais bem-

sucedida. 

 

3.3 Fisiopatologia da cicatrização de feridas 

A pele fornece proteção contra lesões físicas, químicas e microbiológicas e a perda da sua 

integridade pode resultar em um desequilíbrio fisiológico. Ela é o maior e mais visível órgão do 

corpo, a qual se constitui como barreira anatômica e fisiológica entre o animal e o ambiente (Scot, 

2000). Nesse sentido, a ruptura normal da estrutura corporal denomina-se ferida e estas podem 

decorrer de fatores intrínsecos e extrínsecos (Pavletic, 2010). A busca pela adequada 

manipulação da estrutura danificada, incentiva a correta avaliação e classificação da região 

lesionada, além de intensificar a realização de pesquisas científicas envolvendo o processo de 

cicatrização (Hosgood, 2006).  

A cicatrização se inicia imediatamente após a lesão ou incisão de pele, combinando uma 

série de fatores físicos, químicos e celulares. Pode ser determinada como um fenômeno 

biológico, altamente coordenado, complexo, dinâmico, intercedido e sustentado por grupos 
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celulares, medicadores bioquímicos e hemodinâmicos, para assegurar a restauração 

morfofuncional do tecido lesionado (Sahota et al., 2004). 

 A dinâmica de cicatrização é promovida por eventos que são descritos didaticamente em 

fases fundamentais, que equivalem aos principais achados macro e microscópicos observados 

em um período de tempo estabelecido. As fases são divididas em: hemostasia, inflamatória, 

proliferativa, deposição de matriz e de remodelação tecidual (Frank et al., 1996; Hosgood, 2006). 

Contudo, é um processo dinâmico e pode ocorrer uma sobreposição entre as fases, não sendo 

possível estabelecer a ocorrência de cada uma em períodos sistematicamente específicos 

(Hosgood, 2006). Durante o processo ocorrem uma interação que envolvem diferentes tipos 

celulares, envolvendo quetatinócitos, fibroblastos, células endoteliais, neutrófilos, macrófagos e 

plaquetas (Hosgood, 2003; Barrientos et al., 2008). Salienta-se que a aposição das fases e os 

diferentes tipos celulares envolvidos, contribuem sumariamente para a evolução do processo 

(Kumar et al., 2005). Verifica-se uma regulação por diversos fatores quimiotáticos e fatores de 

crescimentos que além da função quimiotaxia, induzem a proliferação e ativação celular 

(Hosgood, 2006), conforme mostra o quadro 2: 

 

Quadro 2 - Principais grupos celulares e mediadores liberados durante a cicatrização tecidual. 

GRUPOS 

CELULARES 
PRINCIPAIS MEDIADORES 

LIBERADOS 
EFEITOS DESENCADEADOS 

Plaquetas TGF-β, PDGF, PAF, 

fibrinogênio, 

fibronectina, tromboplastina, 

EGF 

Formação do trombo plaquetário e 

recrutamento de neutrófilos e 

monócitos 

Neutrófilos  IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α, TGF- β Recrutamento de monócitos e 

macrófagos 

Linfócitos IFN- α, IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, 

TNF- α 
Ativação de macrófagos, recrutamento 

de leucócitos, fibroblastos. 

Monócitos/macrófagos TGF-β, VEGF-A, IL-1, IL-6, IL-

8, 

TNF-α, MCP-1, IGF-1, MMP 

Quimiotaxia de monócitos e 

fibroblastos, proliferação de 

fibroblastos, angiogênese e síntese e 

remodelamento de colágeno. 
Fibroblastos FGF1, FGF2, FGF4, KGF, 

FGF10, 

IL-8, TGF-β, IGF-1 

Maturação e remodelamento da matriz 

extracelular, angiogênese e 

colagenização assim como estímulo da 

migração, proliferação e diferenciação 

epitelial 
Queratinócitos  MCP-1, FGF1, FGF2, TGF-β Maturação e remodelamento da matriz 

extracelular, angiogênese e 

colagenização 
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Células endoteliais  MCP-1, CTGF, TIMP, VEGF-A Maturação e remodelamento da matriz 

extracelular, angiogênese e 

colagenização 

Células epiteliais  VEGF-A Aumento da permeabilidade vascular e 

estímulo da proliferação de células 

endoteliais 

Fonte: Adaptado de Hosgood, 2006. 

 

3.3.1 Fase de hemostasia 

 A hemostasia é a primeira fase da cicatrização de feridas acontecem instantaneamente 

após a injúria tecidual. O sangue e a linfa dos vasos sanguíneo e linfáticos rompidos vão 

preencher o local lesionado, contudo rapidamente, ocorre uma vasoconstrição transitória que é 

induzida por compostos vasoativos como catecolaminas e histaminas. A vasoconstrição é 

desencadeada tanto por influência nervosa, por meio de uma descarga adrenérgica, quanto pela 

ação de mediadores originados da degranulação de mastócitos e dura aproximadamente 10 

minutos visando à minimização de perda de sangue para o espaço extravascular (Balbino et al., 

2005; Reinke e Sorg, 2012).  

 Em seguida ocorre uma vasodilatação que favorece o influxo de fluídos, células 

sanguíneas e plaquetas para o espaço extravascular, o que consequentemente ativa a cascata de 

coagulação e sintetiza a formação do coágulo sanguíneo. O coágulo atua captando as bordas da 

ferida, limita a perda de sangue e fluído, o que acarreta a formação imediata de barreira contra 

agentes exógenos (Barbul, 2006; Hosgood, 2006). Dentro do coágulo é formada uma matriz 

extracelular provisória (MEP), composta por dímeros de fibronectina que se associam à fibrina, 

que detém diversos sítios para adesão celular, com neutrófilos, macrófagos e células de tecido 

conjuntivo. Os leucócitos são recrutados para o sítio de lesão durante a coagulação, através de 

mediadores vasoativos e fatores quimiotátivos (Hosgood, 2006; Barrientos et al., 2008). 

 

3.3.2 Fase inflamatória e desbridamento 

 A fase inflamatória é caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular, 

quimiotaxia de células circulatórias, liberação de citocinas e de fatores de crescimento, como 

também a ativação de células (Hedlund, 2007). Durante esta fase ocorre à migração leucocitária 

para o leito da ferida, sendo considerada a fase de preparado do leito da ferida para o começo da 

cicatrização. Os neutrófilos sofrem quimiotaxia, através de mediadores inflamatórios produzidos 

pela matriz extracelular provisória (MEP), como os fibrinopeptideos, gerados pela conversão do 

fibrinogênio em fibrina (Hosgood, 2006). À medida que o tecido necrótico desnaturado é 
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degradado, ocorrem a liberação de proteinases, que são substâncias liberadas pelos próprios 

neutrófilos, potencializando a atração dos mesmos. Os neutrófilos são responsáveis pela 

fagocitose de bactérias e restos extracelulares (Balbino et al., 2005) e também pela liberação de 

radicais superóxidos que resulta na morte local das bactérias, degradação da matriz extracelular 

desnaturada assim como células comprometidas, favorecendo a formação de exsudato no leito 

da ferida (Hosgood, 2003). Os neutrófilos vão atuar também nas reações de formação tecidual 

mediante a síntese de fatores de crescimento e citocinas, sendo encarregados pela recomposição 

da celularidade regional e restauração da homeostasia tecidual (Beer et al., 2000). Após o 

segundo dia, devido à meia vida curta dos neutrófilos, estes vão sendo aos poucos substituídos 

por monócitos, que se modificam em macrófagos ativos na ferida (Hatanaka e Curi, 2007).  

 Os macrófagos desempenham um papel muito importante na fase inflamatória, com 

atividade fagocítica e de desbridamento de corpos estranhos, modulam a produção e destruição 

da MEP, atuam como células apresentadoras de antígeno, induzem apoptose celular e também 

participam da liberação de muitas citocinas, que dão início a formação de tecido de granulação 

além de liberarem fatores de crescimento e mediadores bioquímicos, que iniciam e sustentam o 

processo cicatricial (Singer e Clark, 1999; Kumar et al., 2005; Peranteau et al., 2008; Guo e 

Dipietro, 2010, Koh e Dipietro, 2011). A força biomecânica da ferida na fase inflamatória ainda 

é pequena, sendo a fibrina presente no coágulo sanguíneo a responsável pela sua sustentação 

(Hosgood, 2003). 

 

3.3.3 Fase Proliferativa 

 O processo proliferativo é dividido em angiogênese, fibroplasia e epitelização, sendo essa 

fase a responsável pelo "fechamento" da lesão. Na reepitelização ocorre a migração de 

queratinócitos das bordas da ferida e dos anexos epiteliais, os fatores de crescimento são os 

prováveis responsáveis pelos aumentos das mitoses e hiperplasia do epitélio (Lawrence e 

Diegelmann, 1994; Reinke e Sorg, 2012). 

Inicialmente a angiogênese ocorre a partir de capilares sanguíneos íntegros ou recém-

danificados que são estimulados por fatores angiogênicos a preencher e migrar para o local da 

lesão, sendo necessária para suprimento de oxigênio e nutrientes do tecido de granulação 

formado (Singer e Clark, 1999; Hosgood, 2003). Essa fase é regulada através de fatores de 

crescimento, como TNF-α, TGF-b, VEGF, FGF, PDGF, macrófagos e células endoteliais 

danificadas (Raja et al., 2007) 
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A migração e ativação de fibroblastos na ferida é caracterizada pela fibroplasia em 

decorrência da liberação de citocinas como INF-γ e TGF-β, principalmente pelos macrófagos 

(Reinke e Sorg, 2012). Estes grupos celulares são os principais componentes do tecido de 

granulação e tem como função primordial a produção de colágeno, glicosaminoglicanos e 

proteoglicanos, que formarão o tecido conjuntivo, substituindo a matriz extracelular provisória 

por um tecido mais forte e elástico (Guo e Dipietro, 2010).  

Nesse sentido, o novo tecido começa a invadir o espaço aproximadamente quatro dias 

após a lesão (Hosgood, 2003). E as atividades iniciais presentes na epitelização são a mobilização 

e proliferação de queratinócitos, presentes na margem da ferida, e das células-tronco epidérmicas 

provenientes dos anexos epidérmicos como os folículos pilosos e glândulas sebáceas (Reinke e 

Sorg, 2012). Segundo estudos recentes os folículos pilosos são o maior reservatório de células 

progenitoras para uma variedade de populações celulares, que possuem papel importante na 

cicatrização de feridas (Lau et al., 2009).  

Essas células se aderem umas às outras e interagem com uma variedade de proteínas 

presentes da matriz extracelular, como a fibronectina (Singer e Clark, 1999). O caminho para a 

migração celular é determinado por integrinas expressas na superfície de outras células 

epidérmicas e para que ela ocorra de forma adequada é necessário que ocorra dissolução da 

matriz extracelular provisória por colagenases produzidas pelas próprias células epidérmicas 

(Hosgood, 2006). 

Com a evolução dos processos proliferativos, observa-se redução no tamanho da ferida, 

processo marcado por intensa fibroplasia. Os fibroblastos assumem um fenótipo de 

miofibroblastos que se caracterizam por microfilamentos contendo actina (Guo e Dipietro, 2010). 

 

3.3.4 Fase de Maturação e Remodelamento 

 A fase de maturação e remodelamento caracteriza-se por eventos tais como, deposição, 

agrupamento, remodelação do colágeno e regressão endotelial. Além disto, ocorre também a 

diminuição de todos os elementos celulares, inclusive as células inflamatórias (Tazima et al., 

2008).  É considerada a última fase da cicatrização cutânea e pode ter duração de meses até um 

ano. A transição do tecido de granulação para a cicatriz requer o remodelamento e maturação do 

conteúdo de tecido conjuntivo da ferida, pelas enzimas proteolíticas (metaloproteinases da 

matriz) e, que irão degradar colágeno (Reinke e Sorg, 2012). Essas enzimas são secretadas por 

macrófagos, células endoteliais, epiteliais e fibroblastos, e controlam a velocidade de degradação 

do colágeno na ferida (Hosgood, 2003).  
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 Em casos de análises terapêuticas, com relação a cicatrização de feridas, é essencial uma 

investigação minuciosa para avaliar todos os fatores que podem nesse processo. Dos fatores 

gerais, a idade, o estado nutricional do paciente, a existência de doenças de base, como diabetes, 

alterações cardiocirculatórias e de coagulação, aterosclerose, disfunção renal, quadros 

infecciosos sistêmicos e uso de drogas sistêmicas podem interferir no processo cicatricial 

(Halloran e Slavin, 2002). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 O estudo foi conduzido considerando os princípios éticos, respeitando o bem estar animal 

a fim de reduzir o desconforto dos animais. O estudo foi aprovado pelo Comité de Ética no Uso 

de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas Gerais, com o protocolo CEUA 

nº131/2020. 

4.1 Seleção dos animais 

 Foram utilizados 16 coelhos machos, adultos, Nova Zelândia, com peso médio de 2,0 kg, 

provenientes da Fazenda Experimental Professor Hélio Barbosa da EV-UFMG, no município de 

Igarapé (MG). Os animais permaneceram durante o tempo de experimentação separados em 

gaiolas metálicas individuais de dimensões de aproximadamente 75 cm de comprimento por 30 

cm de largura e 30cm de altura, no Laboratório de Metabolismo e Calorimetria Animal 

(LAMACA) da EV/UFMG, recebendo água, ração e feno ad libitum. 

 

4.2 Obtenção do veneno e secretoma de células-tronco mesenquimais 

 Um pool de veneno proveniente da espécie Loxosceles intermedia foi obtido do 

Laboratório de Imunologia e Bioquímica do Instituto de Ciências Biológicas (UFMG), 

gentilmente cedido pelo Prof. Carlos Delfin Chávez Olórtegui. 

 O secretoma, também proveniente do Laboratório de Imunologia e Bioquímica do 

Instituto de Ciências Biológicas (UFMG), é um produto liofilizado gerado de células-tronco 

mesenquimais (CTM), cultivado na ausência de soro fetal bovino, com concentração protéica de 

0,57 mg/mL. 

 

4.3 Grupos experimentais 

Os animais foram submetidos a um período de adaptação de sete dias e posteriormente 

distribuídos em grupos de quatro animais (n=4).  

À exceção do grupo controle (grupo I), que foi submetido apenas à aplicação de secretoma 

(60μg de secretoma diluído em tampão fosfato-salina a 0,5%), todos os outros grupos foram 

desafiados com 10μg de veneno de Loxosceles intermedia, diluído em NaCl 0,9%, via 

intradérmica na região interescapular e, tratados 30 minutos após a injeção do veneno de acordo 

com a Tabela 1. 
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Tabela 1 - Distribuição dos animais nos diferentes grupos e protocolos de tratamento após injeção do 

veneno de Loxosceles intermedia. 

GRUPO DESCRIÇÃO 

GI Administração intradérmica de 60μg de secretoma diluído em PBS 0,5% 

GII 
Administração intradérmica de 10μg de veneno de L. intermedia diluído em PBS 0,5%  

e tratamento com NaCl 0,9% via intradérmica 

GIII 
Administração intradérmica de 10μg de veneno de L. intermedia diluído em PBS 0,5% e 

tratamento com 60μg de secretoma diluído em PBS 0,5% por via intradérmica 

GIV 

Administração intradérmica de 10μg de veneno de L. intermedia diluído em PBS 0,5% e 

tratamento com 60μg de secretoma diluído em PBS 0,5% por via endovenosa (veia 

auricular marginal lateral) 

 

 

4.4 Injeção do veneno e tratamento com secretoma 

 

 Para administração do veneno de Loxosceles intermedia e tratamento com secretoma não 

foram necessários métodos de contenção química, realizando-se apenas contenção manual.  

Para as aplicações foram utilizadas seringas de insulina (100 u.i.), após tricotomia e 

desinfecção com clorexidina 0,5%.  

Todos os animais receberam o secretoma na mesma dose (60μg de secretoma diluído em 

PBS 0,5%), 30 minutos após o desafio. Os animais dos grupos I, II e III receberam o secretoma 

em quatro pontos equidistantes, na região interescapular por via intradérmica, e o grupo IV, 

recebeu o secretoma via endovenosa, na veia auricular maginal lateral da orelha.  

A figura 2A mostra a contensão física de um animal do GIV, e figura 2B, a administração 

endovenosa de secretoma na veia auricular maginal lateral da orelha desse mesmo animal. 
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Figura 2: Contenção física do animal (a) e injeção endovenosa de secretoma no coelho do grupo IV (b). 

 

A figura 3A mostra o ponto central, na região interescapular, da aplicação do veneno de 

L. intermedia, e a 3B, os quatro pontos equidistantes da administração do secretoma. 

 

 

 

Figura 3: Ponto central de injeção intradérmica do veneno de L. intermedia (coelho do grupo IV) (Fig. 

3A) e administração do secretoma em quatro pontos equidistantes ao veneno (coelho do grupo III). 

 

 

 

 

A B 

A B 
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4.5 Coletas de sangue e análises laboratoriais 

 

 Amostras de sangue para exames laboratoriais foram coletadas de todos os animais antes 

(tempo zero) e após os desafios e tratamentos, aos três, nove e 15 dias.  

O sangue foi coletado da veia auricular com cateter 24 e distribuídos em três tubos: 

(1) Com anticoagulante ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10% para 

determinação dos parâmetros hematológicos, realizados em equipamento 

hematológico veterinário (Poch-100iV Diff®). Foram avaliados o número de 

eritrócitos, leucócitos, neutrófilos, plaquetas, e determinados o volume globular 

(VG), a hemoglobina e os índices hematimétricos - concentração de hemoglobina 

globular média (CHGM), volume globular médio (VGM) e amplitude de 

distribuição dos glóbulos vermelhos (RDW-CV e RDW-SV). Foram realizadas a 

contagem diferencial do leucograma em microscopia óptica através de esfregaços 

sanguíneos corados com panótipo; 

(2) Com citrato de sódio a 10% para obtenção de plasma e avaliações do Tempo de 

protombina (TP), Tempo de tromboplastina parcial ativada (TTPa) e fibrinogênio no 

aparelho QUICK TIMER, com os kits TP e TTPa Clot (Bios Diagnóstica); 

(3) Sem anticoagulante para obtenção de soro, para análise bioquímica composta pela 

dosagem de creatinina, ureia, SDMA, proteína total, albumina e das atividades das 

enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), 

fosfatase alcalina (FA) e creatina fosfoquinase (CK). As análises bioquímicas foram 

realizadas com kits laboratoriais (Bioclin) utilizando analisador bioquímico TP 

Analyser Basic®- ThermoPlate®. 

4.6 Avaliação da área das lesões 

 Para acompanhar a evolução das lesões e do tratamento estabelecido para cada grupo, as 

lesões foram mensuradas diariamente e avaliadas pelo aspecto dermatológico como: eritema, 

edema, halo hemorrágico e necrose. Realizou-se registros fotográficos diários com câmera 

digital, mantida a uma distância constante de 30 cm da lesão.  

As lesões foram avaliadas no primeiro, terceiro, nono e 15º dias, utilizando a formula R 

= d/ 2 conforme Schwarzschild (1996).  
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4.7 Avaliação histopatológica das lesões 

Decorrido o período de 15 dias de tratamento e observação, os animais foram 

eutanasiados por aprofundamento anestésico com propofol (>10mg/kg) e cloreto de potássio (1,0 

mL/kg).  

Foram coletadas apenas amostras de pele fixadas em formol a 10% foram processadas 

por técnica rotineira de inclusão em parafina para realização de cortes histológicos de 4 µm de 

espessura. O material foi corado pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE) para a avaliação 

histomorfométrica através da análise de microscopia óptica de luz convencional. 

 Foi realizada análise descritiva de todas as lâminas, sem o conhecimento prévio dos 

grupos de animais. Avaliou-se alterações na estrutura morfológica da epiderme, derme 

superficial, profunda e camada muscular.  

 

4.8 Análises estatísticas 

As variáveis foram expressas por média e desvio-padrão, exceto para as variáveis VGM, 

TP, eritema, que foram descritas pela mediana e amplitude.  

Para cada variável foi ajustado um modelo misto considerando os fatores grupo, tempo e 

a interação entre eles como efeito fixo, também foi incluso o efeito do animal como aleatório 

para ajuste das medidas repetidas. 

As premissas de normalidade e homocedasticidade foram conferidas por meio do teste de 

Shapiro-Wilk e análises gráficas de diagnóstico.  

Em caso de significância entre os tratamentos, o teste de Tukey foi utilizado para 

comparação das médias.  

Quando necessária, foi realizada a transformação logarítmica da variável resposta, no 

entanto, os resultados estão expressos na escala original. Quando a transformação não foi 

suficiente para normalização ou estabilização dos resíduos, foi aplicado o teste de Kruskall-

Wallis para avaliação dos grupos dentro de cada tempo e o teste de Friedman para avaliação dos 

tempos dentro de cada grupo.  

O teste de Conover foi utilizado para todas as comparações caso constatado diferença 

significativa entre grupos ou tempos.  

Para as variáveis VGM e TP foi realizado o teste de Kruskall-Wallis para comparação 

dos grupos dentro de cada tempo, se necessário o teste post-hoc de conover foi aplicado.  
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O teste de Skillings-Mack foi utilizado para comparação dos tempos dentro dos grupos e 

se necessário o teste de Durbin foi realizado para comparação dos tempos dois a dois. 

Para eritema foi realizado o teste de Kruskall-Wallis para grupos dentro de cada tempo e 

o teste de Skillings-Mack para os tempos dentro de cada grupo.  

As análises post-hoc foram realizadas por meio de o teste de conover ou Dunn e Durbin.  

O nível de significância estabelecido foi de 5%. Todas as análises foram realizadas por 

meio do software R 4.0.4 (R Core Team, 2020). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Seleção dos animais e dose inoculada de veneno  

O animal selecionado para o estudo foi o coelho, considerado o melhor modelo 

experimental para produção da lesão dermonecrótica, semelhante à que ocorre no homem e nos 

animais pet (Silva et al., 2004; Elston et al., 2005). 

Para uma avaliação estatística adequada, é importante reduzir o número de variáveis que 

podem interferir nos resultados avaliados, realizando uma uniformização dos animais, tanto em 

sexo, idade e peso (Sampaio, 2007). Portanto, para minimizar os efeitos do estrógeno e do cortisol 

na reparação das feridas, foram utilizados, respectivamente, coelhos machos e um período de 

adaptação de sete dias (Martins et al., 2011). A dose do veneno escolhida de L. intermedia, foi 

baseada em estudos experimentais que utilizaram doses semelhantes capazes de induzir 

significativa lesão dermonecrótica (Da Silva et al., 2004; Moura, 2005; Lima, 2016). 

 

5.2 Avaliações de dermonecrose 

Foi realizada uma avaliação macroscópica diariamente dos animais, para acompanhar 

sistematicamente a evolução da ferida dermonecrótica e as diferenças entre os grupos tratados. 

A dose de 10μg de veneno de L. intermedia, induziu nos coelhos uma lesão típica encontrada no 

loxoscelismo cutâneo, iniciando-se com eritema, formação de halo hemorrágico seis horas após 

a injeção, associado ao edema, eritema e sensibilidade ao toque, que foram variáveis conforme 

os indivíduos (Figuras 4 e 5). Após 72 horas, observou-se que o halo hemorrágico (Figuras 5A e 

6A) que evoluiu para uma área central de necrose acinzentada (Figuras 5B e 6B). Posteriormente, 

nove dias após a injeção do veneno, nessa área necrótica, formou-se uma crosta (Figuras 5C e 

6C), sendo que no último dia de avaliação (15º dia), a crosta já estava um pouco aderida à pele 

do animal (Figuras 5D e 6D). As fases de evolução da ferida dermonecótica provocada pelo 

veneno de L. intermedia, coincidem com as feridas observadas em humanos e em alguns modelos 

de animais (Ferrara et al., 2009; Pauli et al., 2009). 

Todos os coelhos desse experimento foram avaliados no mesmo dia, com o intervalo de 

tempo de seis horas, observando-se as lesões macroscópicas após injeção tanto do veneno como 

dos tratamentos propostos. A partir desse período, as análises foram realizadas após três, nove e 

15 dias da injeção do veneno.  
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Figura 4: Evolução da ferida dermonecrótica de coelho (GII) após injeção do veneno de Loxosceles 

intermedia e tratamento com NaCl 0,9%. A) Ferida com halo hemorrágico evidente seis horas após a 

injeção de veneno. B) Ferida dermonecrótica apresentando área central de necrose acinzentada, 72 horas 

após a injeção do veneno. C) Ferida dermonecrótica com uma crosta bem definida, nove dias após a 

injeção do veneno. D) Ferida dermonecrótica no último dia de avaliação (15 dias após injeção); observa-

se pouca adesão da crosta à pele. 
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Figura 5: Evolução da ferida dermonecrótica de coelho (GIII) Nova Zelândia após injeção do veneno de 

Loxosceles intermedia e tratamento com secretoma ID. A) Ferida com halo hemorrágico evidente seis 

horas após a injeção de veneno. B) Ferida dermonecrótica apresentando área central de necrose 

acinzentada, 72 horas após a injeção do veneno. C) Ferida dermonecrótica com uma crosta bem definida, 

nove dias após a injeção do veneno. D) Ferida dermonecrótica no último dia de avaliação (15 dias após 

injeção); observa-se pouca adesão da crosta à pele. 

 

As lesões cutâneas iniciaram-se num tempo médio seis horas, em todos os animais dos 

grupos que receberam veneno de L. intermedia, com ou sem associação dos tratamentos com 

secretoma. Macroscopicamente, nesse tempo foi possível observar eritema, edema e halo 

hemorrágico (Tabelas 2 e 3). Na maioria dos animais, a lesão evoluiu com alastramento 

gravitacional, sendo acompanhada por necrose dérmica a partir de 72 horas após injeção (Tabela 

3). Contudo, os resultados demonstraram que apenas a injeção do secretoma, sem associação 

com o veneno (GI), não foi capaz de causar nos animais, lesões, como eritema, halo ou necrose 

(Tabelas 2 e 3).  
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Os animais do grupo I, que receberam somente secretoma (ID) apresentaram discreto 

edema (p<0,05), com valores próximos à espessura normal da pele dos animais, quando 

comparados com os animais que foram desafiados com veneno de L. intermedia e tratados, 

sinalizando que o secretoma, de forma isolada, não possui potencial edematogênico. Já nos 

grupos GII, GIII e GIV, que foram inoculados veneno de L. intermedia, com ou sem tratamento, 

o edema foi significamente (p<0,05) maior, independente do tratamento realizado. No primeiro 

dia da injeção do veneno, após tratamentos, os grupos GIII e GIV que receberam o secretoma 

pelas vias intradérmica e endovenosa, respectivamente, apresentaram maior grau de edema, 

quando comparado ao grupo tratado com NaCl 0,9% por via intradérmica (GII). Todavia, com o 

passar do tempo, o edema foi reduzindo nesses grupos (III e IV) e, de forma inversa foi 

aumentando no grupo I (NaCl 0,9%). Na avaliação final (15º dia), comparativamente, o edema 

foi menor nos grupos tratados com secretoma, quando comparado ao grupo NaCl 0,9% (GII). 

O eritema, avaliado com paquímetro, foi acompanhado apenas nos grupos que receberam 

veneno de L. intermedia (GII, GIII e GIV), já que os animais do GI, não apresentaram qualquer 

manifestação de vermelhidão na pele. Comparativamente, no primeiro dia, os grupos II e III 

foram similares entre si, e diferentes do grupo IV que apresentou menor presença de eritema 

(p<0,05) (Tabela 2). O eritema é o sinal dermatológico mais precoce e frequentemente observado 

em lesões causadas no envenenamento de Loxosceles, como observaram Silva et al. (2004) e 

Tambourgi et al., (2010). 

 

Tabela 2 - Valores das medianas ± amplitude de eritema de coelhos tratados com secretoma (GI) e 

desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GII), com secretoma por 

via intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou tratamento) e 

no terceiro, nono e 15º dia após desafio e tratamentos 

 

 TEMPO 

Dia 

GRUPOS 

 GI GII GIII GIV 

 1º (6h) 0,0±0,0A 1,0±1,0B 1,0±1,0B 1,0±0,25C 

 3º  0,0±0,0A 1,0±0,25A 0,5±1,0A 0,5±1,0A 

Eritema 9º  0,0±0,0A 0,0±0,0A 1,0±0,25 B 0,0±0,0A 

 15º  0,0±0,0A 0,0±0,0A 0,5±0,5A 0,0±0,0A 

Médias seguidas de letras maiúsculas iguais não diferem estatisticamente entre os tratamentos para cada grupo 

(P<0,05). Foi realizado o teste de Kruskall-Wallis para grupos dentro de cada tempo e o teste de Skillings-Mack 

para os tempos dentro de cada grupo. GI - Injeção intradérmica de secretoma; GII - Injeção intradérmica de L. 

intermedia; GIII - Injeção intradérmica de L. intermedia + secretoma e GIV – Injeção Intradémica de L. intermedia 

e secretoma endovenosa.  
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Tabela 3 - Valores médios± desvio padrão de edema, halo hemorrágico e necrose de coelhos tratados 

com secretoma (GI) e desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GII), 

com secretoma por via intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio 

ou tratamento) e no terceiro, nono e 15º dia após desafio e tratamentos 

 

 TEMPO 

Dia 

GRUPOS 

 GI GII GIII GIV 

 1º (6h) 0,25±0,05 A 1,17±0,35B 1,70±1,53 B 1,25±0,05 B 

 3º 0,22±0,05 A 1,27±0,39 B 1,02±0,28 B 1,25±0,20 B 

Edema 9º 0,20±0,00 A 1,02±0,46 B 0,85±0,17 B 0,90±0,14 B 

 15º 0,20±00 A 0,95±0,38 B 0,65±0,05 B 0,75±0,31 B 

 1º (6h) 0,0±0,0A 1779,6±3523,5B 3540,0±4070,3B 1772,5±3528,3B 

 3º  0,0±0,0A 6679,6±9248,1B 9621,0±19229,3B 4907,6±9811,5B 

Halo 9º  0,0±0,0A 0,0±0,0A 0,0±0,0A 197,4±391,6B 

 15  0,0±0,0A 0,0±0,0A 0,0±0,0A 0,0±0,0A 

 1 (6h) 0,0±0,0 A 0,0±0,0 A 0,0±0,0 A 0,0±0,0 A 

 3º 0,0±0,0 A 0,0±0,0 A 1,22±2,45 A 0,44±0,88 A 

Necrose 9º 0,0±0,0 A 0,17±0,23 A 1,95±2,10 A 0,50±1,00 A 

 15º 0,0±0,0 A 0,54±0,72 A 197,3±391,7 A 0,94±1,33 A 

Médias seguidas de letras maiúsculas iguais não diferem estatisticamente entre os tratamentos para cada grupo 

(P<0,05). Análises realizadas pelo teste de Tukey. GI - Injeção intradérmica de secretoma; GII - Injeção intradérmica 

de L. intermedia; GIII - Injeção intradérmica de L. intermedia + secretoma e GIV – Injeção Intradémica de L. 

intermedia e secretoma endovenosa. 

 

O halo hemorrágico não foi observado no grupo I e, foi presente nos grupos que 

receberam veneno (GII, GIII e GIV), mas nos tempos 1 e 3, não houve diferença entre eles 

(p>0,05). Deve ser salientado que, no nono dia, somente nos animais do grupo IV, desafiados 

com veneno de L. intermedia e tratados com secretoma via endovenosa, ainda havia halo 

hemorrágico. Todavia, macroscopicamente, nos animais desse grupo IV, apenas um animal 

apresentou evolução para ferida dermonecrótica. 

Todos os animais que receberam de veneno L. intermedia, apresentaram sinais 

macroscópicos do loxoscelismo cutâneo (Isbister e Fan, 2011), mas, nem todos os animais 

apresentaram a ferida dermonecrótica clássica (Figura 6). A necrose na derme também foi vista 

na microscopia óptica, que será discutida adiante. 
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Figura 6: Evolução da ferida dermonecrótica de coelho (G4) após injeção do veneno de Loxosceles 

intermedia e tratamento com secretoma EV. A) Ferida com halo hemorrágico seis horas após a injeção de 

veneno. B) Ferida apresentando halo hemorrágico difuso, eritema central e intenso edema, 72 horas após 

a injeção do veneno. C) Ferida hemorrágico difuso e edema, nove dias após a injeção do veneno. D) Ferida 

no último dia de avaliação (15º dia) com edema e área esbranquiçada central. 

 

Esses resultados corroboram com os achados macroscópicos após a injeção experimental 

de veneno de L. intermedia em coelhos, descritos por Pauli et al., (2009). Além disso, as lesões 

cutâneas encontradas em coelhos se assemelham muito às lesões descritas no loxoscelismo 

cutâneo em humanos (Isbister e Fan, 2011). Isso demonstra a eficácia do veneno e dose 

utilizados para reproduzir lesões cutâneas características do envenenamento e, valida o modelo 

animal escolhido para testar tratamentos alternativos frente ao loxoscelismo cutâneo. Os estudos 

com terapias alternativas para o loxoscelismo são de extrema importância, pois as lesões 

cutâneas quando tardam a cicatrizar tornam-se crônicas, e o tratamento passa a ser um desafio, 

e muitas vezes, os métodos são reconstrutivos (Bydlowski et al., 2009; Nambu et al., 2009). Por 

isso, tratamentos inovadores para melhorar a cicatrização e a regeneração cutânea são 
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necessários. Embora o tratamento com o secretoma via intradérmica não tenha demonstrado 

diferença significativa quando comparados com o grupo tratado com NaCl a 0,9% (controle), o 

grupo que recebeu secretoma por via endovenosa apresentou um resultado satisfatório em 

relação ao desenvolvimento do edema. Robert et al. (2019) descreveram que o secretoma possui 

proteínas relacionadas à cicatrização e estimula a angiogênese no local da ferida. Salienta-se 

que, essas propriedades podem ser sensíveis a diferentes fatos: (1) via de administração do 

secretoma (injeção subcutânea, endovenosa ou aplicação tópica); (2) etiologia de formação da 

lesão; (3) meio basal usado para coletar o secretoma e; (4) concentração utilizada (Sun et al., 

2019). 

Os resultados acima sinalizam necessidade de reavaliação utilizando outras doses e 

períodos de tratamento. 

  

5.3 Avaliações hematológicas 

Foram observadas diminuições no número de eritrócitos, hemoglobina e volume globular 

(p<0,05) nos animais dos grupos GIII e GIV (Figuras 7, 8 e 9) já no tempo zero, ou seja, antes 

dos desafios e dos tratamentos propostos, sinalizando ausência de nexo com os mesmos. Também 

é importante salientar que esses se mantiveram dentro dos limites de referência para a espécie 

leporina, sem significado clínico (Carpenter et al., 2012).  

Também, é impostante relatar que, os coelhos possuem eritrócitos ressitentes à hemólise 

induzidas pelo veneno de Loxosceles spp., pelo fato de apresentarem ausência de glicoforina na 

superfície dos eritrócitos (Da Silva et al. (2003). Em outras pesquisas om coelhos que receberam 

veneno L. intermedia, também não foi relatada reação hemolítica (Futrell; 1992; Pauli et al., 

2009, Tavares et al., 2014). 

 

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010103001272?casa_token=_oMbPw6QaKQAAAAA:sWsh9zm9yw3-Z1Uehle_JDxhA6wVAENPBbu8azop92G4sZEGUAMcZzcXjzMNU4eYFbeKW65Wqg_z#BIB7
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010103001272?casa_token=_oMbPw6QaKQAAAAA:sWsh9zm9yw3-Z1Uehle_JDxhA6wVAENPBbu8azop92G4sZEGUAMcZzcXjzMNU4eYFbeKW65Wqg_z#BIB7


56 

 

 

   

 

 
*P<0,05: Teste de Tukey. 

Valores de referência segundo Carpenteret al., (2012): 4-8/µL de sangue 

 

Figura 7: Valores médios ± desvio padrão do número de eritrócitos X 106/µL de coelhos tratados com 

secretoma (GI) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GII), com 

secretoma por via intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou 

tratamento) e no terceiro, nono e 15º dia após desafio e tratamentos. 
 

 

 

 

 

 
*P<0,05: Teste de Tukey. 

Valores de referência segundo Carpenter et al., (2012):8-17,5g/dL 

 

Figura 8 - Valores médios ± desvio padrão de hemoglobina (g/dL) de coelhos tratados com secretoma 

(GI) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GII), com secretoma 

via intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou tratamento) e 

no terceiro, nono e 15º dia após desafio e tratamentos. 



57 

 

 

   

 

 
* P<0,05: Teste de Tukey. 

Valores de referência segundo Carpenter et al., (2012): 30-50% 

 

Figura 9 - Valores médios ± desvio padrão de volume globular (%) de coelhos tratados com secretoma 

(GI) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GII), com secretoma 

por via intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou tratamento) 

e no terceiro, nono e 15º dia após desafio e tratamentos. 

 

 

 

 

 
*P<0,05: para a variável VGM (A) foi realizado o teste de Kruskall-Wallis para comparação dos grupos dentro de 

cada tempo. Para a variável CHGM (B), a análise foi realizada pelo teste de Tukey. 

Valores de referência segundo Carpenter et al., (2012):58-75fL para VGM e 29-37 g/dL para CHGM. 

 

Figura 10 - Valores médios ± desvio padrão de VGM (fL) (A) e CHGM (g/DL) (B) de coelhos 

tratados com secretoma (GI) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 

0,9% (GII), secretoma via intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer 

desafio ou tratamento) e no terceiro, nono e 15º dia após desafio e tratamentos. 

 

O volume corpuscular médio ou volume globular médio (VGM), é um índice presente no 

hemograma que indica a média do tamanho das hemácias, e nos coelhos, o valor normal do VCM 

varia entre 58 e 75 fL segundo Carpenter et al., (2012). Como esse índice é calculado a partir do 

volume globular (VG) e número de eritrócitos, obviamente, as alterações vão ocorrer nos mesmos 
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grupos (GIII e GIV) conforme demonstrado na figura 10, com as mesmas diferenças (p<0,05). 

Contudo, esses valores permaneceram dentro dos valores fisiológicos sem significado clínico. 

Em relação a concentração de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foi observada 

diferença (p<0,05) apenas no tempo zero (Figura 10B), sem significado clínico, visto que os 

valores permaneceram dentros dos valores 29-37 g/dL, que são valores de referência para a 

espécie leporina de acordo com Carpenter et al., (2012), sinalizando ausência de alterações 

dignas de nota no eritrograma. Sabe-se que o veneno loxoscélico pode causar hemólise 

intravascular, por ação direta na membrana celular dos eritrócitos e por mecanismos ainda 

deconhecidos. 

Nesse estudo, o leucograma não apresentou alterações significativas (p.0,05) em todos os 

grupos e tempos estudados. A figura 11A mostra no terceiro dia, uma tendência de aumento do 

número dos leucócitos totais nos animais que receberam veneno de L. intermedia, mas 

possivelmente por respostas individuais, houve um maior desvio-padrão interferindo nessa 

análise. Salienta-se que o número absoluto de leucócitos totais e linfocitos (Figura 11C), 

permaneceu dentro dos valores fisiológicos para a espécie durante todo o período experimental 

conforme Carpenter et al. (2012). Os leucócitos na circulação sanguínea e tecidual no acidente 

loxoscélico variam com a dose do veneno aplicada e, consequentemente, com a interação a 

ativação de mecanismos endógenos, tais como ativação do sistema complemento, migração de 

polimorfonucleares, liberação de enzimas proteolíticas e liberação de citocinas (Silva et al., 2003; 

Mcglasson et al., 2007; Malaque et al., 2011).  

O tempo de avaliação também é importante, pois Silva et al. (2003) observaram 

leucopenia intensa em coelhos, após 24 horas a injeção do veneno de L. intermedia, sendo que, 

cinco dias após o envenenamento ocorreu a normalização do número de leucócitos. Observa-se 

que a leucopenia está associada à neutropenia no mesmo período, fato esse que ocorre pela 

migração massiva de neutrófilos para o tecido, horas após o acidente, causando um decréscimo 

transitório de leucócitos na circulação sanguínea (Tavares et al., 2004). Todavia, nos estudos 

realizados por Tavares et al. (2004), Mcglasson et al. (2007) e Martins (2014), foi relatada 

leucocitose significativa 72 horas após injeção de veneno de L. gaúcho, L. reclusa e L. laeta, 

respectivamente. Os animais dos grupos GIII e GIV que receberam secretoma por via 

intradérmica e endovenosa respectivamente, (72 horas após injeção de veneno de L. intermedia), 

apresentaram leucocitose, que foi restaurada a partir do tempo 9, para valores fisiológicos para a 

espécie leporina, permanecendo até o tempo 15.  
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Martins (2014) também relatou que no grupo de coelhos inoculado com veneno de L. 

laeta e tratados com dapsona e células-tronco mesenquimais (CTMs), o número de leucócitos 

totais, assim como de neutrófilos e linfócitos permaneceram dentro dos valores fisiológicos para 

a espécie leporina durante todo o período experimental. Esse autor acredita que a ausência de 

leucocitose nesse grupo sugere uma ação benéfica do tratamento de CTMs quando associada à 

dapsona na evolução da ferida dermonecrótica, visto que ela é extremamente dependente da 

infiltração neutrofílica. 

Para avaliar possíveis danos sistêmicos causado pelo veneno de L. intermedia, Polli 

(2020) realizou análises do hemograma em coelhos. Em seus resultados também não foram 

detectadas diferenças nas contagens de eosinófilos, monócitos e basófilos entre os tratamentos 

assim como observado neste estudo. 

Ressalta-se que, os monócitos são fagócitos mononucleares que podem se diferenciar em 

macrófagos e apresentar antígenos para conduzir uma resposta imune. Eles têm um papel 

fundamental como células apresentadoras de antígenos e, em resposta a vários estímulos, passam 

da corrente sanguínea para locais periféricos, onde se diferenciam em macrófagos e células 

dendríticas, contribuindo para a remodelação e reparo do tecido (Rojas et al., 2017). 

Considerando a importância dos monócitos na resposta inflamatória, e principalmente na 

cicatrização da lesão cutânea que veneno de L. intermedia pode causar, a avaliação tornou-se 

essencial. Neste estudo, não foram encontradas diferenças estatísticas entre os tratamentos, mas 

houve diferença (P<0,05) 15 dias após a injeção do veneno nos grupos II e IV. No grupo II, 

observa-se uma diminuição do número de monócitos (111±76 /µL) e, de forma contrária, no 

grupo IV, um aumento (603±294/µL). 
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Valores de referência  

Leucócitos X 103/µL: 5,0-12,0; Neutrófilos X 103/µL: 1,49-3,21; Linfócitos X 103/µL: 3,36-7,00, segundo Carpenter 

et al., (2007 e 2012): 

Plaquetas X 103/µL: 290-650; Monócitos X 103/µL: 198,5-403,0 segundo Feldman et al., (2000). 

 
Figura 11 - Valores médios ± desvio padrão do número absoluto de leucócitos (A), neutrófilos 

(B), linfócitos (C), monócitos (D) e plaquetas (E) de coelhos tratados com secretoma (GI) e, desafiados 

com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GII), com secretoma por via 

intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou tratamento) e no 

terceiro, nono e 15º dia após desafio e tratamentos. 

 

A figura 11E mostra que não houve variação significativa no número de plaquetas entre 

grupos em seus respectivos tempos. Todavia, os animais dos grupos  GIII e GIV no terceiro e 

15º dias, apresentaram aumento do número de plaquetas. Esse resultado é interessante, já que 

trombocitopenia foi descrita em cães após injeção intradérmica do veneno de L. reclusa (Denny 

et al., 1964). Pauli et al. (2009) também observaram trombocitopenia discreta 24 horas após 

envenenamento loxoscélico e reestabelecimento da normalidade cerca de 72 horas. 
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Estudos realizados por Tavares et al. (2011) evidenciaram que as plaquetas de coelhos 

requeriam uma concentração duas vezes maior de veneno para atingir uma extensão semelhante 

de agregação plaquetária que ocorrem em humanos.  

O veneno loxoscélico é capaz de promover agregação plaquetária e trombocitopenia horas 

após o envenenamento, devido ao consumo acenturado de plaquetas no local da ferida, assim 

como uma provável ação direta e transitória do veneno na medula óssea (Silva et al., 2003; 

Tavares et al., 2004; Pauli et al., 2009). A coagulação intravascular pode ocorrer nessa síndrome 

em humanos acometidos pelo loxoscelismo, sendo a avaliação plaquetária um parâmetro 

relevante para avaliação da hemostasia dos animais (Elston et al.,2005). 

 

5.4 Coagulograma 

Os exames de triagem da hemostasia como o tempo de tromboplastina parcial ativada 

(TTPa) e tempo de protrombina (TP) são exames que avaliam tradicionalmente a via intrínseca, 

e extrínseca, respectivamente, e ambos avaliam a via comum no modelo de cascata da coagulação 

(Kaneko, 2008). Contudo, estes testes, não demonstram a complexidade dos fenômenos 

hemostáticos in vivo. Mas ressalta-se que não há um teste que avalie totalmente todas as fases 

envolvidas na hemostasia, devido a grande complexidade e envolvimento de muitas proteínas, 

células, íons, plaquetas entre outras moléculas envolvidas no sistema. O TP e TTPa também não 

demonstram com fidedignidade as fases de amplificação e propagação da hemostasia, onde 

ocorre maior geração de trombina durante a coagulação (Mann et al., 2003; Wolberg, 2007). 

Ainda que os testes de TP e TTPa não demonstrem o que ocorre totalmente in vivo na hemostasia, 

esses devem continuar sendo realizados como testes de triagem da hemostasia, sobretudo para os 

distúrbios de hipocoagulabilidade. 

Conforme demonstrado na  figura 12A e B não houve alteração significativa (p>0,05) dos 

valores de TPPa e TP entre grupos e tempos. Todavia, observa-se que o maior valor médio de 

TTPa ocorreu no GII no 15º dia, além do maior desvio-padrão, ficando acima do valor de 

normalidade (15,7-42,7 segundos) segundo Feldmann et al. (2000). O prolongamento do tempo 

de coagulação é relatado como distúrbio da hemostasia decorrente da ação do veneno de 

Loxosceles (Bascur et al., 1982). Tavares (2004) e Martins (2014) trabalhando com 

envenenamento loxoscélico também não observaram diferenças significativas entre os grupos 

experimentais, inferindo-se que não houve ativação generalizada da cascata de coagulação, 

embora, não sendo descartado que, alguns fatores de coagulação envolvidos possam ter sido 

esgotados durante o período inicial do envenenamento. 
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Feitosa et al. (1998) relataram a presença de metaloproteases no veneno de L. intermedia, capazes 

de degradar fibrinonectina e fibrinogênio (Loxolisina A) e gelatina (Loxolisina B) e postularam 

a ação da metaloprotease com atividade fibrinogenolítica no processo de coagulação 

intravascular disseminada (causado pelo veneno loxoscélico), por meio da clivagem parcial do 

fibrinogênio e consequente formação de fibrina. 

Veiga et al. (2000) detectaram duas serinoproteases no veneno L. intermedia capazes de 

hidrolisar a gelatina, colocando como premissa que essas serinoproteases poderiam 

complementar a ação de outras proteases presentes no veneno. 

Em relação ao TP, da mesma forma, o grupo que apresentou maior valor médio foi o GII (veneno 

+ NaCl 0,9%) conforme demonstrado pela figura 12B no nono e 15º dia, sinalizando consumo 

prolongado de fatores da cascata de coagulação. 

 

 

 
TPPa foi analisada pelo teste de Tukey e TP pelo teste de Kruskall-Wallis para comparação dos grupos dentro de 

cada tempo. 

Valores de referência segundo Feldmann et al. (2000): TPPa -15,7-42,7 segundos; TP - 4,07-9,67 segundos.  

 

Figura 12 - Valores médios ± desvio padrão de TPPa e TP (segundo) de coelhos tratados com 

secretoma (GI) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GII), com 

secretoma por via intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou 

tratamento) e no terceiro, nono e 15º dia após desafio e tratamentos. 

 

 

5.5 Bioquímica sérica 

A creatina quinase (CK) é uma enzima que apresenta grande variação e, o manejo dos 

animais (decúbito prolongado para coleta de sangue e a aplicação de injeções parenterais) é 

suficiente para seu aumento, conforme visto em todos os animais no tempo zero (Figura 13). 

Somente no terceito dia após injeção do veneno e nos grupos tratados com secretoma (GIII e 

GIV) é que se observou um aumento significativo (p<0,05), evidenciando que esse tratamento 

contribuiu com a liberação dessa enzima da musculatura esquelética. De forma contrária, 

Sanchez-Castro et al., (2021) verificaram diminuição da atividade da CK após injeção da 
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serpente Bothrops atrox em animais tratados com secretoma, sinalizando que esse tratamento 

favoreceu uma resposta regenerativa bem-sucedida com redução da mionecrose no 

envenenamento botrópico. 

 No estudo realizado por Martins (2014), também foi verificado um aumento significativo 

de CK no terceiro dia após injeção de veneno de L. laeta em coelhos, e uma redução significativa 

no sexto e 12º dia após o envenenamento. O aumento dessa enzima visto no terceiro dia após a 

injeção do veneno sinaliza ação constante do veneno (dano muscular contínuo), já que essa 

enzima possui curta meia-vida plasmática (aproximadamente, 2 horas) com pico de atividade 

entre 6 a 12 horas após a lesão muscular (Thrall et al., 2012). O aumento na atividade de CK 

visto nos resultados deste trabalho, sinalizam que essa deve acompanhada na monitorazação 

desse envenenamento (Kaneko et al., 2008; Thrall et al., 2012).  

 

 

 
*P <0,05: Teste de Tukey. 

Valores de referência de CK, segundo Kaneko et al., (2008): <544 U/L 

 

Figura 13 - Valores médios ± desvio padrão da concentração creatinaquinase sérica (U/L) de 

coelhos tratados com secretoma (GI) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com 

NaCl 0,9% (GII), secretoma via intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de 

qualquer desafio ou tratamento) e no terceiro, nono e 15º dia após desafio e tratamentos. 

 

 Apesar de a dosagem de lactato desidrogenase (LDH) ser considerada como um 

parâmetro pouco específico, visto que é uma enzima intracelular e sua liberação na circulação 

pode ser influenciada desde um ligeiro dano celular e perda de citoplasma, até necrose celular 

severa, o que gera diversos graus de elevação da atividade enzimática (Atalan et al., 2019), a 

LDH pode fazer parte do painel de marcador de danos hepáticos e musculares.  
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Em relação aos valores de LDH, houve um aumento significativo da sua concentração 

(P<0,05) nos grupos GIII e GIV (veneno + secretoma ID e EV, respectivamente), em relação aos 

animais do GII (veneno + NaCl 0,9%) ou apenas o secretoma (GI). Salienta-se que a LDH se 

comportou de forma semelhante à CK, inclusive no tempo zero, ficando acima dos parâmetros 

de referência para a espécie leporina (Carpenter et al., 2012), possivelmente, pelos mesmos 

motivos relatados anteriormente (Figura 14). 

 

 
* P <0,05: Teste de Tukey. 

Valores de referência segundo Carpenter et al., (2012): 34-129(U/L).  

 

Figura 14 - Valores médios ± desvio padrãode LDH (U/L) de coelhos tratados com secretoma 

(GI) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GII), secretoma via 

intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou tratamento) e no 

terceiro, nono e 15º dia após desafio e tratamentos. 

 

Trocino et al., (2018), relataram que o estresse agudo pode elevar os níveis de LDH em 

coelhos. Isso ocorre porque o metabolismo anaeróbico começa a produzir lactato causando um 

aumento no nível de glicose no sangue. Nessa situação, o fígado produz glicose mais que o 

normal e os valores de LDH aumentam (Atalan et al., 2019).  

 Para a injeção do veneno e do secretoma, não foram utilizados métodos de contenção 

química, sendo realizada apenas a contenção física. Porém, foi notável o estresse dos animais 

durante o processo de contenção para a injeção das substâncias, podendo ter acarretado aumento 

dos níveis do LDH.  

 No presente estudo, não foram observadas alterações significativas (p>0,05) nos valores 

das atividades das enzimas AST e ALT (Figura 15), que significa ausência de indução das 

mesmas, já que todos os animais apresentaram valores dentro dos limites de normalidade para a 

espécie leporina. O aumento dessas enzimas ocorre em apenas 9% dos pacientes humanos com 
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loxoscelismo, e geralmente está relacionada a hemólise massiva (Malaque et al., 2011). A 

ausência de alteração nos valores de AST nesse experimento pode ser explicada pela ausência de 

alterações hemolíticas, como relatado anteriormente. 

Pauli et al., (2009) e Martins (2014), também não observaram aumento de AST e ALT 

após a injeção L. intermedia e L. laeta em coelhos. Entretanto,Tavares et al. (2004), encontraram 

aumento no nível de transaminases 24 horas após o envenenamento por veneno de L. gaucho, 

sinalizando uma possível diferença na composição desse veneno. 

 Clinicamente, níveis plasmáticos de AST e ALT são considerados indicadores 

importantes de lesões hepáticas celulares, pois essas enzimas são bastante ativas no fígado 

(Kaneko et al., 2008). Essas enzimas podem ser facilmente detectadas em quantidades muito 

pequenas e a liberação dessas pode ser causada tanto pela lise celular quanto pelo aumento da 

permeabilidade da membrana plasmática (De Oliveira et al., 2008; Polli, 2020). 

 Existem relatos dos efeitos farmacológicos do secretoma incluindo propriedades 

antiinflamatórias, imunomoduladoras, regenerativas, pró-angiogênicas e antifibróticas. Bari et 

al., (2020) demostraram que o secretoma pode ser um bom regulador do aumento dos níveis 

plasmáticos de AST e ALT em pacientes em estado crítico que foram acometidos pelo novo 

coronavírus SARS-CoV-2, responsável pela infecção por COVID-19. Isso mostra, que o 

secretoma pode regular as enzimas AST e ALT de diferentes maneiras, fornecendo benefícios 

para diversas doenças que podem alterar sua concentração. 

 

 

 

 
Os dados foram analisados pelo teste de Tukey.  

Valores de referência: ALT - 14-80U/L e, AST - 14-113 U/L segundo Carpenter (2012). 

 

Figura 15 - Valores médios ± desvio padrão da concentração de alanina aminotransferase (ALT) 

(A) e aspartato aminotransferase (AST) (B) (U/L) de coelhos tratados com secretoma (GI) e, desafiados 

com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GII), com secretoma por via 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010109000828?casa_token=62x9essnAMsAAAAA:1eQ6hP7Ib26XKnJ7eE3MWJ24CG4ZdhmX6DxyZgjP0SZjEUsC8r9jVnSShY-hKMQ3x_9deiPwVewn#bib60
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intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou tratamento) e no 

terceiro, nono e 15º dia após desafio e tratamentos. 

 

 Em relação ao proteinograma, os valores de proteína total, albumina e globulinas 

permaneceram dentro dos padrões fisiológicos para a espécie leporina (Figura 16), exceto no 

tempo zero, o grupo desafiado com veneno e tratado com NaCl 0,9% (GII) que apresentou 

discretíssima hipoproteinemia (4,2 mg/dL). Contudo, esse achado não demonstra importância 

clínica. Os demais valores observados estão de acordo com Ozkan et al. (2012), que relataram 

que o intervalo de proteína total em coelhos adultos varia entre 4,5 a 12,2 mg/dL e, Martins 

(2014), que demonstrou uma variação de 4,5 a 5,33 mg/dL em coelhos hígidos. No estudo 

realizado por Tavares et al. (2004), após injeção de L. gaucho em coelhos, também não houve 

diferença na proteína total entre grupos, entretanto foi relatada hipoalbuminemia, 72 horas após 

injeção de veneno.  

 As proteínas exercem funções vitais no organismo, pois participam da manutenção da 

pressão osmótica e viscosidade sanguínea, fazem a regulação do pH sanguíneo, transportam 

substâncias e participam da cascata da coagulação sanguínea (González e Scheffer, 2003). A 

liberação de diversas citocinas na corrente sanguínea ocorre durante o processo inflamatório 

agudo, como a IL 1, IL6, IL8, além de TNFα, sendo o fígado responsável por produzir diversas 

substâncias reagentes na fase aguda. Pode ocorrer também a redução na produção de outras 

proteínas, como a albumina, nomeada de reagente negativo de fase aguda. A redução dessa 

proteína pode ocorre durante os processos envolvendo alterações metabólicas e fisiológicas, 

baixa síntese pelo fígado, subnutrição, má absorção, caquexia, processo inflamatório agudo, 

perdas renais, intestinais e cutâneas (Ritchie et al., 1999).  
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*P<0,05: Teste de Tukey. 

Valores de referência: Proteína total - 4,5-12,2 mg/dL; albumina - 2,5-5,0 mg/dL e, globulinas - 1,5-3,5 mg/dL, 

segundo Ozkan et al. (2012). 

 

Figura 16 - Valores médios ± desvio padrãode proteína, albumina e globulina de coelhos tratados 

com secretoma (GI) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GII), 

secretoma via intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou 

tratamento) e no terceiro, nono e 15º dia após desafio e tratamentos. 

 

Apesar de ter sido observada diferença significativa dos valores séricos de ureia nos 

animais dos GIII e GIV em todos os tempos estudados, isso não possui significado clínico, já que 

todos estão dentro do limite de normalidade para a espécie leporina de acordo com Carpenter et 

al., (2012).  

Em relação aos parâmetros creatinina e dimetilarginina simétrica (SDMA) também não 

houve diferença significativa (p>0,05) entre os tratamentos e tempos de análise (Figura 17), 

indicando ausência de injúria renal aguda.  
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*P<0,05: Teste de Tukey. 

Valores de referência  

Ureia:15-50 mg/dL; creatinina – 5,0-2.6 mg/dL, segundo Carpenter et al., (2012). 

SDMA: 0-14µg/dL, segundo IDEXX (2021). 

 

Figura 17 - Valores médios da concentração de uréia, creatinina e SDMA de coelhos tratados 

com secretoma (GI) e, desafiados com veneno de Loxosceles intermedia e tratados com NaCl 0,9% (GII), 

secretoma via intradérmica (GII) e endovenosa (GIV), nos tempos zero (antes de qualquer desafio ou 

tratamento) e no terceiro, nono e 15º dia após desafio e tratamentos. 

 

A ureia e a creatinina são moléculas filtradas pelos glomérulos renais (Andreucci et al., 

2017). Qualquer distúrbio que cause diminuição na perfusão renal, filtração glomerular ou 

eliminação da urina eleva as concentrações dessas proteínas na corrente sanguínea (Benson e 

Paul-Murphy, 1999). Já foi demonstrado que o veneno da Loxosceles spp. pode atuar diretamente 

nos túbulos e glomérulos renais, ocasionando em edema glomerular e nefrose tubular, com 

consequente insuficiência renal aguda (Chaim et al., 2006). Sabe-se também que, a hemoglobina 

plasmática liberada durante a hemólise intravascular noloxoscelismo cutâneo-visceral é uma das 

causas de insuficiência renal, além da mioglobina liberada durante o processo de rabdomiólise 

vista no loxoscelismo humano (Tavares et al.,2004). 

 A SDMA é um aminoácido que tem sua origem da degradação proteica. Após a proteólise 

é liberada na circulação sanguínea e eliminada quase que exclusivamente pelos rins (Hall et al., 

2014). Esse método de análise foi recentemente introduzido com a proposta de diagnosticar 

precocemente a doença renal. Conforme Schwedhelm e Boger (2011), a eliminação renal desse 

aminoácido é igual ou superior a 90%. Além de sua eliminação ser principalmente pela filtração 

glomerular, a SDMA apresenta vantagem por não ser influenciada pela massa muscular e por 
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não sofrer reabsorção nos túbulos (Grauer, 2017). Outra das vantagens da SDMA quando 

comparado à creatinina, é que esse marcador detecta diminuição de função renal inferior a 30% 

enquanto a creatinina detecta a partir de 75%. Isso se dá devido a forte correlação da SDMA com 

a taxa de filtração glomerular permitindo que a diminuição da função renal possa ser 

precocemente identificada de modo a acompanhar a progressão da doença (Nabity et al., 2015). 

 

5.6 Avaliação histopatológica  

 No presente estudo, optou-se pela utilização do termo heterófilo para descrever as células 

polimorfonucleares envolvidas na inflamação aguda, como recomendado por literaturas de 

diagnóstico e patologia clínica em coelhos e pequenos mamíferos (Osglebee, 2020; Siegel e 

Walton, 2020) e pelos guias didáticos da Joint Pathology Center (JPC) para descrição 

histopatológica (JPC, 2019; JPC, 2016). Portanto, apesar de muitos trabalhos utilizarem a 

descrição de dermatite neutrofílica (Ospedal et al., 2002), utilizou-se dermatite heterofílica 

(Pereira et al., 2012). 

 Os achados histopatológicos após coloração com hematoxilina-eosina (HE), nos animais 

do grupo controle positivo (GII), que receberam apenas injeção intradérmica de veneno de L. 

intermedia, apresentaram características de dermatite e paniculite necrotizante e heterofílica 

focalmente extensa acentuada com hemorragia multifocal acentuada, que são compatíveis com o 

esperado em lesões associadas a Loxosceles (Ospedal et al., 2002; Machado et al., 2009; Pereira 

et al., 2012) (Figuras 18 e 19). Foram visualizados também, trombose multifocal, edema 

moderado, formação de tecido de granulação e mineralização distrófica (Figura 19), assim como 

relataram Elston et al. (2000) e Ospedal et al. (2002). 
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Figura 18: Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles intermedia, após 

coloração HE. Nota-se que na epiderme, derme superficial, profunda, se estendendo para hipoderme há 

áreas multifocais a coalescentes de necrose, perda tecidual com infiltrado inflamatório heterofílico 

acentuado. 
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Figura 19: Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles intermedia, após 

coloração HE. Observam-se áreas multifocais de deposição de material basofílico vítreo, evidenciado a 

mineralização distrófica na avalição final. 

 Os animais do grupo GI, que receberam somente injeção intradérmica de secretoma, não 

apresentaram alterações histológicas (Figura 20). Os resultados apontam que o secretoma não 

provoca danos aos tecidos, assim como visualizado macroscopicamente a ausência de lesões 

dermatológicas durante o estudo. 
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Figura 20: Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles intermedia, após 

coloração HE. Visualiza-se pele normal, sem alterações histológicas nas camadas da pele. 

 Os animais do grupo GIII, tratados com secretoma intradérmico em pontos equidistantes 

à injeção do veneno, apresentaram lesões histológicas similares ao grupo controle tratado com 

NaCl 0,9% (G1). A principal causa de lesões dermonecróticas observadas no loxoscelismo é a 

invasão heterofílica tecidual intensa (Figuras 21 e 22) (Smith e Micks, 1970; Silva et al., 2004). 

Isso pode ser comprovado em todos os grupos deste estudo, exceto pelo GI. Foram descritos 

também no grupo GIII, númerosos vasos acentuadamente dilatados com lúmen preenchido por 

hemácias (hiperemia acentuada), afastamento das fibras de colágeno com acúmulo de material 

amorfo eosinofílico (edema) e áreas multifocais a coalescentes com inúmeras hemácias 

extravasadas (hemorragia acentuada), achados também observados por Elston et al. (2000) e 

Ospedal et al. (2002). 
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Figura 21: Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles intermedia, após 

coloração HE. Visualiza-se intenso infiltrado inflamatório heterofílico e necrose. 

 

Figura 22: Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles intermedia, após 

coloração HE. Visualiza-se em maior aumento, o intenso infiltrado inflamatório heterofílico e necrose. 
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Os achados histopatológicos relacionados ao grupo GIV foram similares aos grupos GII 

e GIII. Observaram-se, dermatite e paniculite necrotizante e heterofílica focalmente extensa 

acentuada com hemorragia multifocal acentuada, trombose multifocal, mineralização distrófica, 

edema moderado e formação de tecido de granulação. Nestes animais, em apenas um foi 

verificada necrose em epiderme, enquanto todos os outros animais observou-se necrose a partir 

da derme profunda. Os animais de GIV apresentaram lesões menos evidentes 

macroscopicamente, sendo que apenas um desenvolveu escara dermonecrótica, entretanto, foram 

vistas infiltrações heterofílicas intensas em todos os animais. Isso pode ser explicado pelo efeito 

imunomodulador presente em CTMs, que atenuam a inflamação e reprogramam o sistema imune 

local, possibilitando a reparação tecidual e inibindo a formação de tecido fibrótico exuberante 

(Nauta e Fibbe, 2007; Jackson et al., 2012). É realizada uma correlação com CTMs, pois o 

secretoma foi classificado por Gnecchiet al. (2005), como moléculas tróficas liberadas por CTMs 

que mediam seus efeitos terapêuticos e reparos teciduais (Teixeira et al., 2013). Um estudo piloto 

realizado por Sanchez-Castro et al., (2021), mostram em seus resultados preliminares um 

potencial efeito benéfico do secretoma de CTMs sobre a mionecrose e hemorragia causado pelo 

veneno botrópico, indicando que o secretoma pode reduzir a extensão da mionecrose aguda e na 

extensão do dano muscular agudo, favorecendo uma resposta regenerativa bem-sucedida. 

Todos os animais do grupo GIV apresentaram formação de tecido de granulação, 

composto por vasos pequenos e tortuosos perpendiculares à epiderme (angiogênese) e 

proliferação de fibroblastos com formação colagênica paralela à superfície epidérmica 

(fibroplasia). Dentre os grupos estudados, o GIV foi o único em que todos os animais 

apresentaram tecido de granulação, angiogenese e fibroplasia na histopatologia (Figura 23 e 24). 

A fibroplasia é considerada o marco principal do processo de cicatrização, sendo um evento 

marcado pela migração de fibroplastos na ferida em decorrência da liberação de mediadores 

químicos produzidos principalmente por macrófagos, tais como, fator de crescimento 

transformante-alfa (TGF-α). Tais grupos celulares são os principais componentes do tecido de 

granulação e tem como função fundamental a produção de colágeno que formará o tecido 

conjuntivo, substituindo a matriz extracelular provisória por um tecido mais forte e elástico, 

aumentando a resistência tecidual (Hatanaka e Curi, 2007). Hartlapp et al. (2001) afirmaram que 

a neovascularização possibilita a formação de condições essenciais para que os processos 

metabolicamente ativos evoluam em sua plenitude. O tecido lesionado é preenchido então por 

um tecido hiperplásico, o tecido de granulação, que é composto principalmente por macrófagos, 

fibroplastos e vasos neoformadosque estão suportados por uma matriz frouxa de fibronectina, 
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ácido hialurônico e colágenos tipos I e II, como visto por Breitbart et al. (2001) e Sahotaet al. 

(2004). 

 

Figura 23: Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles intermedia, após 

coloração HE. Visualiza-se fibras colágenas, caracterizando o tecido de granulação. 

 



76 

 

 

   

 

 

Figura 24: Fotomicroscopia de pele de coelhos inoculados com veneno de Loxosceles intermedia, após 

coloração HE. Notam-se tecido de granulação, infiltrado inflamatório heterófilico e angiogênese. 

 

Sugere-se que o protocolo terapêutico instituído de secretoma por via intravenosa, 

proporcionou redução da inflamação aguda devido a não formação de escara necrótica em metade 

dos animais, bem como promoveu a ativação fibroblástica, desenvolvimento precoce de tecido 

conjuntivo, neovascularização e reepitelização tecidual, conferindo alternativa 

comprovadamente eficaz em relação ao processo de cicatrização. 

Salienta-se que é a primeira vez que se utiliza o secretoma das CTMs como tratamento 

da lesão dermonecrótica do loxoscelismo cutâneo. Estudos posteriores, especialmente em relação 

as concentrações e tempos devam ser realizados para o tratamento de feridas advindas do veneno 

de Loxosceles.  
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6. CONCLUSÕES 

 

A dose utilizada neste trabalho de 10µg de veneno de L. intermedia foi capaz de induzir 

dermonecrose. As lesões dermonecróticas apresentaram-se muito semelhantes às observadas em 

acidentes naturais que ocorrem em humanos e em pequenos animais.  

Os resultados hematológicos e bioquímicos não demonstraram alterações compatíveis 

com o loxoscelismo sistêmico, embora algumas variações tenham ocorrido nos tratamentos que 

utilizaram o veneno em conjunto com o secretoma. 

O tratamento com secretoma não evitou a formação de edema e eritema no ponto de 

inoculação de veneno L. intermedia, todavia somente um animal apresentou necrose. 

Microscopicamente, os animais desafiados com veneno de L. intermedia e tratados com 

secretoma via endovenenosa apresentaram ativação fibroblástica, desenvolvimento precoce de 

tecido conjuntivo, neovascularização e reepitelização tecidual, conferindo melhoria significativa 

no processo de cicatrização de feridas dermonecróticas. 
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